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Abreviaturas  
 
ADNmt, ADN mitocondrial  
ADNn, ADN nuclear o genómico  
ARNm, ARN mensajero  
BN-PAGE, Blue Native-polyacrilamide gel electrophoresis  
CPT-I, carnitin-palmitoil transferasa I  
CRM, cadena respiratoria mitocondrial  
EGHNA, enfermedad grasa del hígado no alcohólica   
EHNA, esteatohepatitis no alcohólica  
ICR, índice de control respiratorio   
iNOS, oxido-nítrico sintetasa inducible  
i.p., intraperitoneal  
LPL, Lipoproteín lipasa  
MnTBAP, ácido 5,10,15,20-benzoico manganeso tetrakis porfirina  
MTP, microsomal triglyceride transfer protein  
3NT, 3-nitrotirosina  
O2—, anión superóxido  
8-OHdG, 8-hidroxi-2-desoxiguanosina  
ON, óxido nítrico  
RNS, sustancia reactiva derivadas del nitrógeno  
ROS, sustancias reactivas derivadas del oxígeno  
RT-PCR, Real Time-Polymerase Chain Reaction. 
TBARS, sustancias reactivas con el ácido tiobarbitúrico 
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ENFERMEDAD GRASA DEL HÍGADO NO ALCOHÓLICA. 
 
1. Concepto:  
Desde la década de los cincuenta se conoce la existencia de lesiones 
histopatológicas hepáticas similares a las que se encuentran en sujetos 
alcohólicos pero que se presentan en personas que no consumen alcohol en 
exceso. Por ejemplo, Zelman (1), en 1952, y Werswater y Fainer (2), en 1958, 
publicaron series de pacientes obesos no bebedores con esteatosis hepática 
significativa y cambios necroinflamatorios asociados a fibrosis. Thaler, a lo 
largo de los años 60 y comienzo de los 70, comunicó en diversas ocasiones el 
hallazgo de lesiones aparentemente alcohólicas en sujetos no bebedores. Por 
esta razón, propuso sustituir el término de hepatitis alcohólica por el de 
“hepatitis grasa”, “Fettleberhepatitis” o “esteatohepatitis” (3 – 5). También 
Leevy publicó otra serie mucho más extensa, de 270 pacientes, con esteatosis 
hepática de los que 64 no eran bebedores (6). Casos aislados y observaciones 
similares se siguieron publicando durante los años sesenta y setenta en 
obesos (7 – 9), en diabéticos (10 – 12) y en sujetos sometidos a derivación 
quirúrgica yeyuno-ileal por obesidad mórbida (13, 14). Estas lesiones 
recibieron multitud de nombres a lo largo de esos años, entre los que destacan 
los de hepatitis grasa, hepatopatía de la obesidad, cirrosis nutricional, cirrosis 
diabética no alcohólica, hepatitis diabética, esteatohepatitis idiopática, 
esteatofibrosis, esteatonecrosis o hepatopatía pseudoalcohólica, entre otras. A 
pesar de todas estas descripciones, por aquellos años, se dudaba de la 
existencia real de esas lesiones con independencia del alcohol y se creía que 
realmente se trataba de sujetos bebedores que negaban el consumo de 
etanol. En 1980,  Jürgen Ludwig, patólogo de la Clínica Mayo, describió 20 
pacientes obesos, diabéticos y no bebedores que presentaban alteraciones 
histológicas en la biopsia hepática idénticas a las de la hepatopatía alcohólica 
y acuñó para ellas el término de esteatohepatitis no alcohólica (EHNA) (15). 
En este estudio inicial, el 90% de los casos eran obesos, el 60%, mujeres, el 
25% tenían hiperlipidemias y el 25% padecían una diabetes mellitus tipo 2.  
Este trabajo inicial, sin embargo, se basaba en un número reducido de 
pacientes e incluía algunos que podrían haber tenido otras causas para sus 
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alteraciones histológicas. Por ejemplo, dos eran portadores del antígeno de 
superficie del virus de la hepatitis B, 4 podían padecer una cirrosis biliar 
primaria ya que en ellos eran positivos los anticuerpos antimitocondriales y el 
virus de la hepatitis C, que puede producir algunos de esos cambios, aún no 
podía ser detectado en el momento en el que se realizó el estudio. No 
obstante, la intención de estos autores fue la de cambiar la idea existente en 
ese momento de que esas alteraciones histológicas las producía 
exclusivamente el abuso alcohólico.  
La EHNA se puede definir como una enfermedad hepática 
caracterizada por la presencia de esteatosis, degeneración hidrópica de los 
hepatocitos, infiltrados portales o lobulares y, en ocasiones, hialina de Mallory 
y fibrosis, es decir, las mismas lesiones que se encuentran en la hepatitis 
alcohólica, pero que en este caso se presentan en sujetos que no consumen 
etanol o que si lo consumen lo hacen en poca cantidad (9, 15 - 17).  Es una 
lesión que forma parte de un espectro de lesiones más amplio conocido como 
enfermedad grasa del hígado no alcohólica (EGHNA) (18, 19)  y que 
incluye también al hígado graso no alcohólico, al hígado graso e inflamación, a 
la EHNA, a la cirrosis grasa no alcohólica y a algunos hepatocarcinomas (20). 
Es muy probable que también muchas cirrosis criptogenéticas tengan su 
origen en una EHNA (19, 21), pero que con el paso del tiempo hayan perdido 
los signos de esteatohepatitis (22 – 24). Son lesiones que habitualmente se 
presentan asociadas al síndrome metabólico, a la resistencia a la insulina y a 
otros procesos patológicos (25, 26).  
A pesar de que las lesiones de la EHNA se consideran indiferenciables 
de las que se encuentran en la hepatitis alcohólica (27), en los últimos años se 
han detectados entre ambas hepatopatías diferencias significativas 
cuantitativas y cualitativas (28) y se ha reconocido que hay algunos cambios 
frecuentes en la hepatopatía alcohólica que aún no se han descrito en la 
EGHNA. Entre éstas destaca la necrosis hialina esclerosante, la colestasis 
aguda, la enfermedad veno-oclusiva, la proliferación ductulillar y la colangiolitis 
(29). Otros autores han encontrado que los cambios necroinflamatorios son 
más intensos y que la hialina de Mallory es más frecuente en los alcohólicos 
(16, 17, 30). A pesar de esas diferencias, en muchas ocasiones, el diagnóstico 
histopatológico se ha de basar más en una constelación de cambios que en la 
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existencia de unos pocos cambios concretos (31). 
El hígado graso simple y el hígado graso asociado a inflamación 
mínima son considerados lesiones hepáticas benignas, que rara vez (3%) 
progresan a fases más avanzadas de la enfermedad. Por el contrario, la EHNA 
con o sin fibrosis asociada evoluciona frecuentemente y puede llegar a la 
cirrosis en el 15 al 25% de las ocasiones (19, 32). Es un hecho demostrado 
que el hígado graso, aún en ausencia de inflamación o de fibrosis, es más 
sensible a la agresión por otros factores, incluida la infección por los virus de la 
hepatitis B o C (33 – 35), el estrés oxidativo y la isquemia y su presencia 
incrementa el riesgo quirúrgico y empeora los resultados del transplante 
hepático si se utiliza como hígado donante. 
 
2.- Criterios Diagnósticos:  
El diagnóstico de EHNA (36) se basa en: (a) criterios histológicos 
compatibles con esteatohepatitis y (b) evidencia clínica contrastada de que el 
paciente no ingiere cantidades hepatotóxicas de alcohol. Entre los primeros 
criterios, los histológicos, figuran los cambios hepatocitarios, los inflamatorios y 
la fibrosis. Las alteraciones hepatocelulares incluyen la presencia de, al 
menos, el 5% de los hepatocitos con degeneración grasa macrovacuolar, la 
existencia de degeneración balonizante de los hepatocitos, de 
megamitocondrias y de hialina de Mallory. Aunque esta última es muy 
sugerente de esteatohepatitis, su presencia no es obligada. Consiste en un 
material amorfo, hialino y perinuclear que se debe a la condensación de 
moléculas del citoesqueleto. Es un cambio típico de la hepatitis alcohólica y de 
la EHNA pero no es específica de ellas ya que está presente también en otras 
hepatopatías. Los cuerpos acidófilos, que representan a células que se 
encuentran en proceso de muerte por apoptosis, son también cambios que se 
pueden encontrar en las biopsias de pacientes con EHNA. La presencia de 
infiltrados inflamatorios mixtos es otro criterio histológico de EHNA. Estos 
infiltrados están formados tanto por células mononucleares como por 
polimorfonucleares, si bien, la presencia de neutrófilos no es necesaria para el 
diagnóstico. Es frecuente que exista fibrosis pericelular (“Chicken wire”) en la 
zona 3 del lobulillo, es decir, en la cercanía a la vena centrolobulillar. Algunos 
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autores han propuesto un sistema de puntos para valorar las diversas lesiones 
hepáticas de la EGHNA y poder así establecer el diagnóstico histológico de 
EHNA (21, 37). 
El segundo criterio diagnóstico exige que esas alteraciones histológicas 
no sean ocasionadas por el etanol. Han existido muchas discrepancias sobre 
la cantidad máxima de etanol que se puede permitir para que un determinado 
paciente sea aceptado en el grupo de EGHNA y no en el de hepatopatía 
alcohólica. Los primeros autores que escribieron sobre ello exigían la 
abstinencia alcohólica absoluta. Esto era lógico, ya que en aquellos tiempos la 
enfermedad no era conocida y había una tendencia a atribuir esas lesiones al 
consumo oculto, no confesado de alcohol (15). Posteriormente, otros autores 
han considerado que este diagnóstico es compatible con un consumo diario 
bajo de alcohol, variable entre 10 y 20 g. Esta tolerancia se ha basado en el 
hecho de que estos pequeños consumos de alcohol no parecen empeorar el 
curso de la hepatitis C. Por otro lado, en la actualidad se cuenta con 
evidencias que indican que el consumo de esas cantidades de etanol no sólo 
no es perjudicial, sino que reduce el riesgo coronario, aumenta la sensibilidad 
a la insulina y, por ello, mejora el síndrome metabólico (38). Basados en estas 
razones, se ha llegado al acuerdo de que el diagnóstico de EGHNA es 
compatible con un consumo de etanol de 140 g/semana en los hombres y de 
70 g/semana en las mujeres. Es decir, 20 g/día en los primeros y 10 g/día en 
las últimas (39).  
Inicialmente, el diagnóstico de EGHNA exigía descartar otras 
enfermedades causantes de hepatopatía; sin embargo, en la actualidad está 
reconocido que la EHNA puede coexistir con otras enfermedades hepáticas 
incluida la hepatopatía alcohólica (40). Los pacientes obesos y alcohólicos 
pueden tener daño hepático originado por ambas causas, pero en la actualidad 
es muy difícil diferenciar el daño ocasionado por cada uno de ellos.  
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Tabla 1. Criterios diagnósticos de EHNA (28) 
Criterios histopatológicos: 
 
A) Cambios hepatocelulares 
              Esteatosis hepatocelular.  
              Degeneración bolonizante. 
              Hialina de Mallory.  
Cuerpos acidófilos. 
B) Cambios necroinflamatorios 
              Células inflamatorias. 
C) Fibrosis 
Criterios clínicos: Ingesta de etanol menor de:  
                  - 20 g/día en el hombre. 
                  - 10 g/día en la mujer 
 
3. Epidemiología de la EHNA primaria. 
No se conoce con exactitud cuál es la prevalencia real de la EGHNA. 
Ello se debe a que la inmensa mayoría de pacientes con estas lesiones se 
encuentran asintomáticos y los métodos diagnósticos más fiables –biopsia 
hepática y resonancia nuclear magnética– no pueden emplearse de forma 
rutinaria. Además, en otras enfermedades se pueden presentar lesiones que 
se asemejan a la EGHNA, como es el caso de la hepatitis por el VHC, 
principalmente la originada por el genotipo 3. A pesar de ello, se estima que la 
EGHNA es una lesión frecuente en la población occidental y que en el futuro 
se hará aún más habitual debido a que se asocia a la resistencia a la insulina, 
a la diabetes y a la obesidad, tres trastornos cada vez más frecuentes entre 
nosotros. En la actualidad representa, tras las infecciones virales y el abuso 
alcohólico, la tercera causa de hipertransaminasemia. 
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La mayoría de los estudios poblacionales se han basado en la 
determinación de las  transaminasas séricas o en el empleo de la 
ultrasonografía abdominal, cuya sensibilidad y especificidad son bajas y no 
discriminan entre los diferentes estadios de este espectro de lesiones. Los 
estudios basados en los resultados de la biopsia hepática se han realizado en 
grupos muy concretos de individuos (obesos, diabéticos, etc.) que no son 
representativos de la población general. En el estudio NHANES III, basado en 
el hallazgo de hipertransaminasemia sin otras causas que lo expliquen, se 
concluyó que la EGHNA existía en el 3-24% de la población (41). En otro 
estudio norteamericano que incluyó a 15.676 individuos, se encontró que el 
5,4% tenía tasas elevadas de transaminasas (> 40 UI/l en hombres; > 31 UI/l 
en mujeres) sin que ello pudiera ser justificado por otras causas de 
hepatopatía. Cuando otros autores emplearon en esa misma población tasas 
más bajas de transaminasas como criterio para sospechar la existencia de una 
EGHNA, la frecuencia de esta enfermedad se elevó al 13-24% (42). Sin 
embargo, es muy probable que estos estudios no proporcionen una visión real 
de la magnitud del problema, ya que la inmensa mayoría de los pacientes con 
EGHNA tienen tasas normales de transaminasas. El estudio Dionysos, 
realizado en Italia, descubrió que el 10% de todos los sujetos incluidos en él 
(6.917) presentaban muy probablemente una EGHNA. Un segundo estudio 
realizado en un subgrupo de esa misma población encontró que el 16,4% 
presentaba esteatosis en la ultrasonografía, pero este porcentaje se elevaba al 
75,8% cuando se realizaba entre obesos no bebedores (43). El análisis del 
espectro de la resonancia magnética de protones mostró que el 30% de la 
población americana presenta un aumento de los triglicéridos en el hígado y 
que esta alteración compromete preferentemente a la comunidad hispana 
(45%) y a los blancos (42%) (44). En Japón, entre trabajadores y sus 
familiares no bebedores se halló que entre el 12,8% y el 29% de la población 
general presentaba esteatosis ecográfica (45).  
Cuando la prevalencia de la EGHNA se ha investigado en poblaciones 
concretas, los resultados han sido diferentes. En efecto, en los chequeos 
médicos realizados a sujetos aparentemente sanos, la EGHNA se ha 
encontrado en el 15% al 22% de ellos (46)  y en los donantes vivos de hígado, 
entre el 33%  y el 88% (47). Cuando el estudio fue realizado en obesos 
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mórbidos que requieren cirugía bariática, la frecuencia ascendió al 85-95% 
(48). Estudios realizados en autopsias de adultos mostraron que el 2,7% de los 
delgados y el 18,5% de los obesos tenían esteatosis, (49). En otro estudio 
realizado en necropsias de personas fallecidas por accidente de tráfico se 
observaron grados diversos de hígado graso en el 24% de los casos. Sin 
embargo, en este estudio, es posible que se incluyeran personas bebedoras 
de cantidades abusivas de etanol y que ello contribuyera a que la frecuencia 
de hígado graso fuera mayor que en otros estudios (50). Además de la 
obesidad, la diabetes mellitus del tipo 2 es también un factor de riesgo 
independiente (51). En los pacientes con diabetes, el grado de inflamación y el 
estadio de fibrosis son mayores, por lo que su curso evolutivo es mucho más 
agresivo. Esta epidemia, que se acompaña de los restantes componentes del 
síndrome metabólico (52,53), está estrechamente relacionada con los nuevos 
hábitos de vida en el mundo occidental, con la vida sedentaria, el alto consumo 
de hidratos de carbono, de almíbares ricos en fructosa y de grasas 
sobresaturadas (54).  
  
4.- Etiología de la EGHNA  
Se han diferenciado dos grandes grupos fisiopatológicos de EGHNA,  
el primario, estrechamente relacionado con la resistencia a la insulina y el 
secundario, que incluye lesiones de EGHNA en el curso de enfermedades muy 
diversas.  
4.1.- EGHNA primaria.  En este primer grupo, EGHNA primaria, se 
incluyen todos los casos ligados a la obesidad y al síndrome metabólico en 
general. Es la forma de EGHNA que está adquiriendo proporciones 
epidémicas a escala mundial y que es especialmente preocupante en los 
países occidentales (55, 56). Este síndrome viene definido por la presencia de 
al menos tres de las siguientes alteraciones (57, 58): (a) Obesidad central con 
una circunferencia abdominal mayor de 102 cm en los hombres y de 88 cm en 
las mujeres. (b) Tasa de triglicéridos en sangre igual o mayor a 150 mg/dl. (c) 
HLD-colesterol menor de 40 mg/dl en los hombres y de 50 mg/dl en las 
mujeres. (d) Tensión arterial igual o superior a 130/85 mmHg. (e) Glucemia 
basal en ayunas igual o mayor de 110 mg/dl. Es de destacar que este 
síndrome se asocia no con la obesidad general, sino con la obesidad central o 
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visceral. Por ello, el síndrome metabólico no se define por el índice de masa 
corporal, sino por el diámetro de la cintura. La alteración fisiopatológica común 
a este síndrome es la resistencia a la insulina (59 – 61). Ésta une 
fisiopatológicamente la obesidad con el tipo 2 de diabetes mellitus, la 
hipertensión arterial, la disfunción endotelial, la hipertrigliceridemia, las tasas 
bajas de HLD-colesterol, el mayor riesgo cardiovascular y la EGHNA. En esta 
última, la resistencia a la insulina, es un hecho prácticamente constante y la 
gravedad de esta resistencia se asocia independientemente con la EGHNA y 
con las lesiones más avanzadas. Por esta razón, se considera que la EGHNA 
representa el componente hepático del síndrome metabólico (62, 63). 
4.2.- EGHNA secundaria: En este grupo se incluyen las EGHNA que 
aparecen en sujetos con problemas muy concretos, tales como la anastomosis 
yeyuno-ileal, la derivación biliopancreática, la resección extensa del intestino 
delgado, la lipodistrofia, el síndrome de Weber-Christian o de Mauriac, la 
enfermedad de Wilson, la abetalipoproteinemia, la nutrición parenteral total, 
determinados fármacos (perhexilina, glucocorticoides, amiodarona, 
tamoxifeno, quimioterapia) o agentes químicos (disolventes orgánicos, 
trabajadores en la industria del petróleo, dimetilformamida), entre otros 
muchos. (Tabla 2)  
 
Tabla 2. Etiología de la EGHNA 
EGHNA primaria: 
 
Resistencia a la 
Insulina 
Obesidad central (>102 cm en el hombre y >88 cm en la mujer); 
hipertensión arterial (>130/80); hiperglucemia (>110); 
hipertrigliceridemia (>150); descenso de HDL (<40  ; <50  ) = 3/5 
Síndrome Metabólico 
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La EGHNA que nos interesa en este estudio es la primaria, la que está 
relacionada con la resistencia a la insulina y con el síndrome metabólico.  
 
 
4.3.- Factores genéticos. 
Por lo dicho más arriba, nadie puede dudar de que los factores 
ambientales, la forma de vida y la alimentación desempeñan un papel decisivo 
en el origen de la EGHNA, pero es muy probable que factores individuales, 
quizá genéticos, puedan también intervenir y determinar que sólo una minoría 
de personas con esteatosis hepática evolucionen a EHNA y desarrollen 
fibrosis o cirrosis hepática o hepatocarcinoma. El hecho de que la EGHNA sea 
más frecuente entre los hispanos, nativos americanos y asiáticos, todos ellos 
secundarias Fármacos: Naproxeno, Oxalacina, Metotrexato, Diltiacem, 
Nifedipino, Glucocorticoides, Estrógenos, Estilbestrol, Tamoxifeno, 
Hicantona, Sulfasalacina, Amiodarona, Maleato de perhexilina, 4,4 
Dietil-amino-etoxi-hexestrol,   
Infecciones: Hepatitis crónica por VHC (principalmente por el 
genotipo 3); SIDA. 
Agentes químicos: industria del petróleo, disolventes orgánicos, 
dimetilformamida 
Lipodistrofias (congénitas; HIV), Enfermedad de Wilson. 
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nativos americanos y asiáticos, todos ellos con una raíz étnica común, apoya 
el papel de la carga genética en la etiología de la EGHNA. Además, hay 
referencias a la coincidencia de varios casos de EHNA en una misma familia.  
No se conocen aún cuáles son los genes responsables de esta 
supuesta predisposición, aunque han sido propuestos numerosos candidatos: 
(a) genes que condicionan al tipo 2 de diabetes mellitus; (b) genes 
relacionados con el desarrollo de la obesidad abdominal, que favorece la 
llegada de ácidos grasos al hígado; (c) genes relacionados con una menor 
salida de VLDL de los hepatocitos [polimorfismo 493G/T de la MTP 
(microsomal triglyceride transfer protein) (64), polimorfismo V175M de la 
phosphatidyl-ethanolamine-N-methyltransferase que participa en la formación 
de fosfatidilcolina y ésta en la de VLDL (65)]; (d) mutaciones o polimorfismos 
condicionantes de estrés oxidativo [(polimorfismos C677T y A1298C del gen 
de la MTHFR (methylenetetrahydrofolate reductase) responsable de la 
homocisteína, factor inductor de estrés oxidativo (66); Mutación C282Y del gen 
HFE responsable de la acumulación de hierro en el organismo]; (e) mutaciones 
del gen de la superóxido dismutasa, enzima defensiva frente al estrés 
oxidativo (64); (f) genes reguladores de la respuesta inflamatoria y fibrosa 
[factor PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1) represor de las 
citoquinas proinflamatorias; polimorfismos en el gen de la IL1β, del receptor de 
la endotoxina CD14, del TGFβ, del angiotensinógeno (67)]. 
 
 
 
5. Patogenia: 
Por lo expuesto más arriba, la EGHNA está estrechamente relacionada 
con la resistencia a la insulina y es este trastorno metabólico el que liga esta 
enfermedad hepática con el síndrome metabólico. 
 
5.1.- Acciones de la insulina (Fig. 1). 
La insulina es la principal hormona anabolizante del organismo, ya que 
estimula la síntesis de proteínas, lípidos y glucógeno y favorece la entrada de 
 17 
                                                                                                                Introducción 
glucosa en las células, a la vez que reduce la lipólisis y gluconeogénesis.  En 
las células adiposas y en el músculo, la insulina se une a su receptor 
específico, activa la tirosina-quinasa de éste por autofosforilación así como la 
fosforilación en tirosina del IRS-1 (Insulin-receptor Substrate). A ello sigue la 
activación sucesiva de PI3K (Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase) y Akt/PKB, para 
finalmente determinar el desplazamiento del transportador de glucosa, GLUT-4 
—que normalmente se encuentra en vesículas del citoplasma— a la 
membrana plasmática, donde facilita el paso de glucosa a las células (60, 68, 
69). Cuando existe resistencia a la insulina (Fig. 2), la entrada de glucosa en 
las células adiposas y musculares no tiene lugar, permanece en el espacio 
extracelular, se produce hiperglucemia y se estimula la producción pancreática 
de insulina (70). Cuando el páncreas agota su capacidad para compensar la 
hiperglucemia, surge la diabetes mellitus tipo 2.   
 
 
Figura 1. Efectos de la insulina en las células hepáticas, adiposas y musculares.  En las células 
adiposas y musculares facilita la entrada de glucosa tras inducir la translocación de GLUT4 a la 
membrana celular. Esta glucosa es fosforilada a glucosa-6-fosfato y almacenada como glucógeno o 
lisada (glicolisis) y utilizada para la formación de Ac.CoA y de ésta en la síntesis de ácidos grasos y 
triglicéridos.  En las células adiposas, favorece la entrada de ácidos grasos. La SREBP aumenta la 
expresión de enzimas necesarias para la lipogénesis (acetil-CoA carboxilasa; sintetasa ac. grasos; 
glicerol-3-fosfato aciltransferasa, diacilglicerol aciltransferasa;  acetil CoA sintetasa) y disminuye la de la 
MTP necesaria para la formación y exportación de las VLDL. La PPARα aumenta la captación de ácidos 
grasos por las células y su β-oxidación en las mitocondrias. En las células hepáticas, la insulina 
favorece el almacenamiento de la glucosa en forma de glucógeno, tras activar la glucosa y hexosa 
quinasa (Gluc. Kinasa) y la glucógeno sintetasa (GSK). Además, disminuye la gluconeogénesis a partir 
de ácidos grasos y aminoácidos y aumenta la síntesis de ácidos grasos a partir de la acetil-CoA (Ac.CoA) 
y el citrato procedente del ciclo de Krebs. Estos ácidos grasos pueden ser exportados a la sangre en 
forma de VLDL y captados por las células adiposas para su almacenamiento como triglicéridos. La 
Ac.CoA también puede proceder de los ácidos grasos tras su β-oxidación en las mitocondrias. Además, 
la insulina también facilita la síntesis de triglicéridos y la formación de VLDL.  
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Los efectos celulares de la insulina son, evidentemente, más amplios, 
ya que la activación de la PI3K se sigue de otros muchos efectos. Entre los 
que aquí nos interesan figura la activación de la fosfodiesteresa, lo que lleva a 
la degradación del AMPc y ello a que la PKA (Protein kinase A) permanezca 
inactiva y, en consecuencia, a que la lipoproteín lipasa (LPL) no se active (71). 
Es decir, no se produce la hidrólisis de los triglicéridos ni la liberación de los 
ácidos grasos libres por el tejido adiposo (72). Por ello, otra consecuencia de 
la resistencia a la insulina es que los niveles de AMPc permanecen altos en las 
células adiposas, que la PKA y la LPL se mantengan activadas y que, por ello, 
se produzca la hidrólisis de los triglicéridos y la liberación a la sangre de ácidos 
grasos libres, los cuales pueden llegar al hígado. Los efectos de la insulina 
sobre el metabolismo lipídico están coordinados por el SREBP (Sterol 
Regulatory Element Binding Protein), un factor de transcripción que juega un 
papel esencial en la activación de diversos genes implicados en la lipogénesis 
(73) y en la excreción de la VLDL. Por ello, cuando la acción de la insulina 
falta, todos estos genes permanecen reprimidos y se interrumpe la lipogénesis 
(57).  
En el hígado, la insulina, tras unirse a su receptor, fosforila al IRS-2 
(74), el cual, también a través de la PI3K y de la Akt/PKB, fosforila y activa a la 
GSK3 (Glucogen-Synthase Kinase-3), por lo que aumenta la formación de 
glucógeno (75). La glucosa pasa libremente a los hepatocitos, donde es 
fosforilada por la glucosa quinasa a glucosa-6-fosfato. De esta manera, la 
glucosa tiene que permanecer en los hepatocitos. Cuando existe resistencia a 
la insulina, cesa la síntesis de glucógeno, aumenta la glicólisis, la 
gluconeogénesis y la liberación a la sangre de glucosa. 
Por todo lo dicho anteriormente, una de las consecuencias principales 
de la resistencia a la insulina es la lipólisis de la grasa y la liberación a la 
sangre de grandes cantidades de ácidos grasos libres. De especial 
importancia para el hígado y en la patogenia de la EGHNA es la lipólisis de la 
grasa abdominal (76), ya que el hígado ocupa un lugar estratégico en el curso 
de la circulación portal y recibe directamente los ácidos grasos liberados por 
esa grasa. La EGHNA se relaciona con el tejido adiposo visceral y no con el 
periférico (77). En efecto, la mayor parte (60%) de los ácidos grasos que se 
acumulan en el hígado proceden del abdomen (78). Si el tratamiento elimina 
 19 
                                                                                                                Introducción 
exclusivamente la grasa periférica, por ejemplo, mediante liposucción, los 
trastornos asociados a la EGHNA persisten (79), lo contrario de lo que ocurre 
cuando el tratamiento consigue disminuir la grasa visceral (80).  
En los hepatocitos, los ácidos grasos activan al receptor nuclear 
PPARα, el cual forma un heterodímero con el RXR (Retinoid X Receptor) que 
induce la transcripción de genes implicados en la síntesis de triglicéridos y 
fosfolípidos, en la gluconeogénesis o en la oxidación de los ácidos grasos en 
las mitocondrias, en los peroxisomas y en los microsomas (81 – 83). Estos 
efectos sobre el receptor PPARα contribuirían a la esteatosis, a la 
hiperglucemia y al estrés oxidativo. Mientras la oxidación de los ácidos grasos 
en las mitocondrias (84) y en los microsomas puede conducir a la formación de 
anión superóxido (O2—), la oxidación en los peroxisomas da lugar a la 
formación de peróxido de hidrógeno. Estos radicales formados en el curso de 
estas oxidaciones contribuyen al estrés oxidativo. Este último es de gran 
importancia en la evolución de la EGHNA, ya que si la resistencia a la insulina 
contribuye a la esteatosis, el estrés oxidativo determina su evolución a EHNA y 
a lesiones más avanzadas de la EGHNA primaria. 
 
Figura 2. Fisiopatología de la resistencia a la Insulina. En ausencia del efecto de la insulina, aumenta 
la actividad de la lipoproteinlipasa (LPL) por lo que se produce la lipólisis de los triglicéridos en ácidos 
grasos. Estos llegan al hígado, donde son (a) almacenados en forma de triglicéridos (TG), (b) β-oxidados 
en las mitocondrias hasta acetil-CoA (Ac.CoA) o (c) utilizados en la gluconeogénesis. Además, la entrada 
de glucosa en los hepatocitos favorece la síntesis de ácidos grasos, los cuales son empleados en la 
síntesis de triglicéridos  
 
5.2. Acumulación de triglicéridos en los hepatocitos: Hígado Graso  
Cuando la cuantía de ácidos grasos que llegan al hígado es superior a 
la que puede ser utilizada o exportada a la sangre en forma de lipoproteínas 
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VLDL, los excedentes se acumulan en los hepatocitos en forma de 
triglicéridos. Además, el hígado es capaz de sintetizar ácidos grasos a partir de 
la glucosa circulante no empleada en la producción de energía. 
Aproximadamente, el 25% de los ácidos grasos hepáticos tienen este origen. 
Una fracción menor (15%) de los ácidos grasos acumulados en forma de 
triglicéridos procede de los alimentos absorbidos por el intestino delgado. 
Menos importancia en la acumulación de triglicéridos en el hígado tiene la 
endocitosis de restos de lipoproteínas (VLDL, quilomicrones). En los pacientes 
con EGHNA, la incorporación de los ácidos grasos a los triglicéridos, 
fosfolípidos y ésteres de colesterol es normal (85). Por el contrario, la 
activación del PPARα favorece la formación de triglicéridos.  
Los ácidos grasos presentes en el hígado tienen dos destinos 
principales: (a) su esterificación en triglicéridos para formar VLDL y ser 
exportadas de los hepatocitos a la sangre y (b) su entrada en las mitocondrias 
para ser utilizados en la generación de energía.  Una vía catabólica menor de 
los ácidos grasos dicarboxílicos o de cadena muy larga es su oxidación en los 
peroxisomas.  
Los triglicéridos son conducidos al retículo endoplásmico celular donde 
la MTP los incorpora a la apolipoproteina B100 (apoB100) para formar la 
lipoproteína VLDL (86 – 89). De esta forma, los triglicéridos pueden ser 
exportados a la sangre. Un defecto en la formación de VLDL puede determinar 
su acumulación en los hepatocitos y la aparición de una EGHNA, en especial 
cuando la llegada de ácidos grasos está aumentada. Algunos estudios han 
mostrado que en los pacientes con EGHNA está reducida la exportación de 
triglicéridos a la sangre en forma de VLDL, ya que en ellos la incorporación de 
los triglicéridos a la apoB100 está disminuida (90, 91). En estos enfermos se 
han descrito polimorfismos en el promotor de la MTP que pueden limitar la 
exportación de lípidos (64, 92). En las deficiencias de la MTP, como ocurre en 
la abetalipoproteinemia, es habitual el hallazgo de una EGHNA secundaria 
(93). En las infecciones por el VHC, principalmente por el genotipo 3, en las 
que frecuentemente existe esteatosis hepática, la actividad de la MTP está 
muy descendida (94). Por todo lo anterior, la esteatosis que se encuentra en 
los pacientes con EGHNA se debe, por un lado, a la abundante llegada de 
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ácidos grasos al hígado y, por otro, a la exportación defectuosa de triglicéridos 
a la sangre en forma de VLDL. 
. 
 5.3.- Consumo mitocondrial de ácidos grasos. 
Si como hemos vista más arriba, la resistencia a la insulina juega un 
papel primordial en la patogenia del hígado graso, el estrés oxidativo 
probablemente es fundamental para que la esteatosis evolucione a EHNA y a 
otras lesiones más avanzadas de EGHNA. Se ha postulado que la EHNA sería 
la consecuencia de dos agresiones. La primera estaría representada por el 
hígado graso; la segunda por el estrés oxidativo (95, 96). Contamos con 
numerosas evidencias que indican que en la EHNA existe un estrés oxidativo. 
En el hígado de enfermos y animales con esta lesión se detectan tasas 
elevadas de aldehído malónico (97, 98), de 4-hidroxinonenal (99), de proteínas 
nitradas en 3-tirosina (97, 98) y de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) (99, 
100), marcadores de lesión oxidativa de lípidos, proteínas y ADN, 
respectivamente. Al mismo tiempo, en el hígado de esos enfermos o animales 
con EHNA es habitual encontrar que los factores antioxidantes (Glutation S 
Transferasa) están disminuidos (98, 101 – 103).  
En el hígado, hay muchos lugares y factores que pueden participar en 
la  generación del estrés oxidativo (oxidación de los ácidos grasos, citocromos 
microsomales, siderosis, citoquinas, células de Kupffer, etc.), pero sin duda las 
mitocondrias es uno de los principales. Estas organelas están implicadas en la 
β-oxidación de los ácidos grasos y en la fosforilación oxidativa y pueden dar 
lugar a la generación de sustancias reactivas derivadas del oxígeno (ROS) 
(84, 104 – 107). 
Las mitocondrias son organelas intracelulares que han sido 
fundamentales para la evolución de los organismos pluricelulares. Si no fuese 
por las mitocondrias, las células tendrían que obtener su energía a partir de la 
glucólisis anaerobia, cuyo rendimiento es muy bajo. Sin embargo, en las 
mitocondrias la producción de energía es más eficiente, ya que el piruvato y 
los ácidos grasos entran en ellas y se oxidan a CO2 y H2O. De esta manera se 
obtienen unas quince veces más energía en forma de moléculas de ATP de la 
se consigue por la glucólisis anaeróbica.  
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Los hepatocitos son células muy ricas en mitocondrias, ya que cada 
uno de estos tiene entre 1000 y 2000 mitocondrias, lo que significa que 
aproximadamente la quinta parte del volumen hepatocitario corresponde a las 
mitocondrias. Estas organelas tienen dos membranas altamente 
especializadas que son fundamentales para su correcto funcionamiento y que 
delimitan dos espacios independientes, el espacio intermembrana y la matriz 
mitocondrial. La membrana externa posee una proteína llamada porina que  
permite el paso de las moléculas menores de 5000 Daltons. Por esta razón las 
moléculas de pequeño tamaño pueden pasar fácilmente al espacio 
intermembrana. En ella también se sitúan enzimas necesarias para la síntesis 
de lípidos. Sin embargo, la membrana mitocondrial interna es casi 
impermeable, lo que determina que la matriz mitocondrial posea una 
composición altamente seleccionada. Esta membrana está formada por 
fosfolípidos, entre los que figura la cardiolipina, que contribuye a que la 
membrana interna sea especialmente impermeable a los iones y permita la 
creación de un gradiente electroquímico de iones. También posee diversas 
proteínas transportadoras que hacen que la membrana sea permeable 
solamente a las moléculas que van a ser utilizadas por la matriz mitocondrial. 
En esta membrana se encuentra también la llamada cadena respiratoria 
mitocondrial (CRM). Dicha cadena, sobre la que nos ocuparemos más 
adelante con más detenimiento, es la responsable de la fosforilación oxidativa 
mitocondrial, que es la que genera la mayor parte del ATP de la célula animal. 
Con el fin de aumentar la superficie funcional, la membrana mitocondrial 
interna se encuentra plegada formando las denominadas crestas 
mitocondriales. 
Recubierta por ambas membranas se encuentra la matriz mitocondrial. 
En ésta se encuentran enzimas que transforman el piruvato y los ácidos 
grasos en acetil CoA y las que oxidan la acetil CoA en el ciclo del ácido cítrico 
o de Krebs. Los productos finales de este ciclo son el CO2, el cual es eliminado 
por la célula, y el NADH y FADH2, que constituyen la principal fuente de 
electrones para la CRM. Además, la matriz mitocondrial contiene varias copias 
de ADN, ribosomas especializados, tARN y diversas enzimas necesarias para 
la expresión de los genes mitocondriales. 
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Diversos estudios han mostrado que las mitocondrias de los pacientes 
con EHNA son grandes, están hinchadas, presentan escasas crestas y, 
frecuentemente, contienen inclusiones paracristalinas (85, 108). Se trata de 
cambios muy parecidos a los que se encuentran en las miopatías 
mitocondriales (109) lo que sugiere que la función de las mitocondrias, además 
de su morfología, debe de estar alterada en los pacientes con EHNA. 
  
5.4.- Beta oxidación de los ácidos grasos. 
Los ácidos grasos que no son secretados por los hepatocitos en forma 
de VLDL son oxidados en las mitocondrias o en los peroxisomas (110) en un 
proceso conocido como β-oxidación. Para que ésta pueda tener lugar en las 
mitocondrias, es necesario que los ácidos grasos entren en ellas y, para esto 
se necesita de la ayuda de la enzima CPT-I (carnitin-palmitoil transferase I), 
situada en la membrana mitocondrial, de una traslocasa y, si los ácidos grasos 
son de cadena larga, de la carnitina.  Un defecto en cualquiera de estos 
elementos puede determinar la acumulación de ácidos grasos y de triglicéridos 
en el citoplasma celular y la aparición de esteatosis hepática. Este es el caso 
de las deficiencias de carnitina que pueden dar lugar a esteatosis y a EHNA 
(111 – 114). En un estudio previo, nuestro grupo pudo demostrar que en los 
pacientes con EHNA la cuantía de carnitina y la actividad de la CPT-I en el 
hígado eran normales, por lo que la EGHNA primaria no podía ser atribuida a 
defectos a este nivel (115).  
Una vez que los ácidos grasos se encuentran en la matriz de las 
mitocondrias son β-oxidados. Es un proceso por el cual la longitud de la 
cadena grasa se va acortando progresivamente de dos en dos carbonos y 
liberando moléculas sucesivas de acetil CoA y NADH (116). Defectos en esta 
β-oxidación también pueden dar lugar a esteatosis, en general microvesicular y 
ser causa de insuficiencia hepatocelular grave. Hay muy pocos estudios sobre 
la β-oxidación en los pacientes con EGHNA. Algunos autores sugirieron que 
las β-oxidación se encuentra alterada en los pacientes con EHNA, lo que 
pudiera explicar que en ellos sea frecuente el hallazgo de esteatosis 
microvesicular (95, 117, 118). Otros autores, por el contrario, aportaron 
algunas evidencias indirectas que sugerían que la β-oxidación de los ácidos 
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grasos se encuentra aumentada (85, 119) y esta alteración la atribuían a la 
resistencia a la insulina (85). Ésta, como sabemos, se sigue de una mayor 
llegada de ácidos grasos al hígado que, tras activar el PPARα, aumentaría la 
expresión de los genes implicados en la β-oxidación de los ácidos grasos (120, 
121) lo que se seguiría de una mayor β-oxidación.  Nuestro grupo pudo 
mostrar, en un modelo de EGHNA en ratones obesos, ob/ob, que la β-
oxidación tanto mitocondrial como peroxisomal se encontraba 
significativamente aumentada (122) por lo que la causa de la EGHNA tampoco 
podía ser atribuida a defectos de esta fase. Estos resultados eran coincidentes 
con los que otros grupos habían obtenido de forma indirecta en ratones ob/ob 
y en pacientes con EHNA (85, 119).   
El piruvato, resultante de la glicólisis citoplásmica, es oxidado también 
a acetil CoA en el complejo de la piruvato deshidrogenasa con liberación de 
CO2 y NADH. La acetil CoA, producida por el complejo de la piruvato 
deshidrogenasa y durante la β-oxidación de los ácidos grasos, alimenta el ciclo 
del ácido cítrico donde da lugar a la formación de CO2, ATP, NADH y FADH2. 
El H de estas dos últimas moléculas se descompone en un protón (H+) y un 
electrón de alta energía (e—). El primero es bombeado al espacio existente 
entre ambas membranas mitocondriales y el segundo entra en la CRM. Aún en 
condiciones normales, algunos electrones pueden escapar de la cadena y dar 
lugar a la formación de ROS, en especial de O2— (123, 124). Cuando la 
función de la CRM es deficiente, la cuantía de electrones que escapan de ésta 
es mayor y, en consecuencia, aumenta la formación de ROS (116) y 
contribuye al estrés oxidativo. Cuando la formación de NADH está aumentada 
como consecuencia de que la β-oxidación también lo está, tal y como ocurre 
en la EHNA, la formación de ROS aumenta aún más y el estrés oxidativo es 
mayor.  
5.5.- Cadena respiratoria mitocondrial (Fig. 3) 
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Figura 3.- Cadena respiratoria mitocondrial (CRM). La β-oxidación de los ácidos grasos da 
lugar a la formación de Acil-CoA de cadena corta y de acetil-CoA y a la conversión de nicotinamida 
adenina dinucleótido (NAD+) y de  flavina adenina dinucleótido (FAD) en NADH y FADH2.   La CRM 
reoxida el NADH y el FADH2 en NAD+ y FAD, respectivamente.  Los electrones del NADH y del FADH2 
son enviados a esa cadena enzimática, donde ellos son finalmente combinados con el oxígeno y los 
protones para formar agua. Esta transferencia de electrones a lo largo de la CRM está acoplada con la 
salida de protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana creando, de esta forma, un 
potencial electroquímico a través de la membrana mitocondrial interna.  Los protones que han pasado al 
espacio intermembrana regresan a la matriz de las mitocondrias a través del complejo V de la CRM, la 
ATP sintetasa, originando la conversión de la adenina difosfato (ADP) en adenina trifosfato (ATP). En 
condiciones normales, una pequeña fracción de los electrones que fluyen por la CRM se escapa de ésta, 
reacciona con el oxígeno y forma sustancias reactivas derivadas del oxígeno (ROS). Cuando la función 
de la CRM está alterada, el flujo de electrones también lo está y la formación de ROS aumenta.  NADH 
DH, NADH deshidrogenasa. Succ.-DH, succinato deshidrogenasa. Cit. b-c1, citocromo b-c1. Cit. c, 
citocromo c. Cit. a-a3 oxidasa, Complejo citocromo oxidasa. ROS, sustancias reactivas derivadas del 
oxígeno. UQ, ubiquinona. [Tomada de García-Ruiz I et al. (122)] 
La CRM es un conjunto de cinco complejos enzimáticos y de dos 
transportadores móviles de electrones, la ubiquinona y el citocromo c, que se 
sitúan en la membrana mitocondrial interna. Los cuatro primeros complejos 
están implicados en la transferencia de electrones desde el NADH y FADH2 
hasta el O2. El último complejo, el de la ATP sintetasa o complejo V, interviene 
en la formación de ATP a partir del ADP (84, 125, 126).  
El complejo I (NADH ubiquinona (CoQ) oxidorreductasa o NADH 
deshidrogenasa) es el complejo más grande de toda la CRM. Cataliza la 
transferencia de electrones desde el NADH a la ubiquinona (Coenzima Q o 
CoQ). Está formado por al menos 46 polipéptidos, de los que 7 (ND1, ND2, 
ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6) están codificados por el ADN mitocondrial 
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(ADNmt). Las subunidades que forman este complejo se disponen en L, de 
manera que uno de sus brazos, el membranoso, se encuentra incrustado en la 
membrana mitocondrial interna mientras que el otro, el periférico, permanece 
colgando en la matriz. Este último brazo, que incluye un mononucleótido de 
flavina y al menos 4 núcleos Fe-S, representa la fracción “NADH 
deshidrogenasa”. El brazo membranoso constituye la fracción “ubiquinona 
reductasa” y contiene las 7 subunidades codificadas por el ADNmt y un núcleo 
de Fe-S. Los átomos de hierro de estos complejos Fe-S pueden existir como 
Fe2+ (forma reducida) o bien como Fe3+ (forma oxidada) y ello es lo que les 
permite aceptar o ceder electrones. Cada centro Fe-S totalmente oxidado 
puede aceptar hasta 4 electrones. Los electrones son posteriormente 
transferidos a la ubiquinona o coenzima Q, que se reduce a QH2 (ubiquinol). 
Simultáneamente al flujo de electrones desde el NADH hasta el QH2, a través 
del complejo I, se produce el bombeo de cuatro H+ desde la matriz 
mitocondrial al espacio intermembrana mitocondrial.   
El Complejo II o de la Succinato deshidrogenasa está integrado por 
4 polipéptidos, todos ellos codificadas por el ADN nuclear o genómico (ADNn). 
Cataliza la oxidación del succinato en fumarato. El complejo II posee dos 
fracciones: una soluble, formada por la succinato deshidrogenasa que es la 
enzima que oxida el succinato a fumarato en el ciclo del ácido cítrico, y otra 
que sirve para fijarse a la membrana. El flujo de electrones desde el succinato 
hasta la ubiquinona tiene lugar por la vía del FADH2 producido en el curso de 
la oxidación del succinato a fumarato. Aunque este complejo es capaz de 
aportar electrones a la CRM, no lo es de bombear protones a través de la 
membrana mitocondrial.  
El Complejo III (ubiquinona-citocromo c óxido-reductasa, complejo 
bc1) está formado por 11 subunidades, de las cuales una, el citocromo b, esta 
codificado por el ADNmt y los restantes por el ADNn. Las 5 subunidades 
mayores contienen 4 centros de oxido-reducción (citocromo c1, proteína Fe-S 
de Rieske, y los citocromos b562 y b566). Hay otras subunidades cuya función 
no es conocida. Los electrones siguen en este complejo una ruta bastante 
complicada, pero su resultado final es que el ubiquinol (QH2) se oxida a 
ubiquinona, el citocromo c se reduce al recibir los electrones y dos protones 
son bombeados al espacio intermembrana.  
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El Complejo IV (Citocromo c oxidasa) cede cuatro electrones 
procedentes del citocromo c al O2 para reducirlo completamente a H2O a la 
vez que bombea protones desde la matriz al espacio intermembrana (127). Es 
el último de los complejos capaces de bombear protones al espacio 
intermembrana. Este complejo está formado por 13 subunidades, de las 
cuales, las tres más grandes (llamadas subunidades COX I - III) están 
codificadas por el propio ADNmt (128). La citocromo oxidasa contiene dos 
grupos hemo A (hemo a y hemo a3) y dos iones cobre (CuA y CuB). La 
subunidad I contiene el grupo Hemo a y el centro Hemo a3/CuB que fijan el 
oxígeno. La subunidad II posee el centro CuA con dos átomos de cobre y sirve 
como punto de fijación para el citocromo c. Las funciones de estas enzimas 
son las de: (a) transferir electrones desde el citocromo c al oxígeno, 
acompañado de la captación de protones para formar H2O; (b) traslocación de 
4 protones para generar el gradiente electroquímico entre el espacio 
intermembrana y la matriz mitocondrial.  
El citocromo c cede su electrón al complejo hemo a/CuA de donde pasa 
al complejo hemo a3/CuB, y, desde éste, al O2. Tras esto, a través de una serie 
de pasos intermedios, se originan dos moléculas de H2O. La reducción del O2 
no está exenta de riesgos, ya que cuando es parcial puede generar sustancias 
reactivas derivadas del oxígeno (ROS), en especial el anión superóxido (O2—) 
[O2 + e—  Æ O2—].  
El complejo V (F0-F1 ATP sintetasa) cataliza la producción de ATP a 
partir del ADP y del fósforo activo Pi mediante la reacción: ADP + Pi + [H+] Æ 
ATP + H2O + [H+]. De esta forma, este complejo transforma el gradiente de 
protones transmembrana en energía química (ATP) utilizable por las células 
(129 – 131). El mecanismo por el que este complejo da lugar a la síntesis de 
ATP ha sido elucidado recientemente y consiste en un movimiento rotacional 
de varias subunidades de la ATP sintetasa que determinan el acoplamiento del 
flujo de protones con la síntesis de ATP (132). El complejo V está formado por 
12-13 polipéptidos, de los que sólo dos están codificados por el ADNmt 
(ATPasa 6 y ATPasa 8). Está constituido por dos fracciones, la FO y la F1. La 
primera es hidrofóbica, por lo que se dispone a través de la membrana 
mitocondrial y actúa como canal que permite el paso de protones desde el 
espacio intermembrana a la matriz mitocondrial.  Es sensible a la oligomicina 
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(FO) y está formada por cuatro tipos de cadenas polipeptídicas y por la cadena 
8 Kd, de la cual hay 6 copias por cada unidad F. La unidad F1 es la porción 
catalítica del  complejo y está formada por 3 subunidades α, 3 subunidades β y 
las subunidades γ, δ y ε. La región F1 penetra en la matriz y se encuentra 
conectada a la porción FO por una estructura similar a un pequeño tallo.  
Contamos con muy pocos estudios que se hayan realizado para 
conocer cómo se encuentra la CRM en los pacientes con EGHNA. Caldwell et 
al. hallaron que la actividad de los complejos I y IV era normal en las 
mitocondrias de las plaquetas de pacientes con EHNA (108). Igualmente, 
Sanyal et al. (85) tampoco pudieron detectar alteraciones en la CRM del 
músculo de pacientes con EHNA. Nuestro grupo fue el primero en demostrar 
que la actividad de la CRM se encuentra muy alterada en los pacientes con 
EHNA (115). En este caso, la actividad de la CRM fue determinada en las 
biopsias hepáticas de 43 pacientes con EHNA y 16 controles. El complejo I 
estaba descendido al 63±20% de la actividad normal; el complejo II, al 
58,5±16,7%; el complejo III, al 70,6±10,3%; el complejo IV, al 62,5±13% y el 
complejo V, al 42,4±9,1%. Aunque la causa de ese defecto no pudo ser 
determinado en ese estudio, ya que se disponía de una cantidad de material 
muy limitada, este descenso se correlacionaba de forma negativa con el índice 
de masa corporal, con las tasas en sangre de TNFα y con el índice de 
resistencia a la insulina HOMA (115). La relación del TNFα con la EHNA se 
podía explicar por la capacidad de esta citoquina para alterar la función 
mitocondrial e interferir con el flujo de electrones por los complejos I y III de la 
CRM (133, 134) y para aumentar la resistencia a la insulina (135 – 137). 
Además, las tasas de TNFα-ARN mensajero (ARNm) están elevadas en el 
hígado de ratones obesos (119), y las células de Kupffer y los hepatocitos, 
además del tejido adiposo, son fuentes importantes de TNFα (138, 139). Esta 
citoquina es un potente inductor de NFκB, el cual se encuentra muy 
aumentado en los ratones obesos y el gen de la iNOS figura entre los que 
responden al NFκB (140). 
En un estudio posterior de nuestro grupo, se pretendió profundizar en 
los mecanismos por los que la actividad de la CRM mitocondrial se encuentra 
disminuida en la EHNA. Para ello se eligió un modelo animal de EGHNA, en 
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concreto los ratones ob/ob, que por carecer de leptina presentan una serie de 
alteraciones metabólicas similares a las que presentan los pacientes con 
EGHNA. Son animales que no pueden controlar la ingesta de alimentos lo que 
les conduce a la obesidad, a la resistencia a la insulina, a la hiperlipidemia, a la 
hipertrigliceridemia y al hígado graso (141). Se trata de un modelo animal que 
ha sido empleado en numerosos estudios sobre la patogenia de la EGHNA 
(142). Esta misma ausencia de leptina determina que estos animales no 
desarrollen fibrosis.  
En este modelo animal quisimos probar la hipótesis de que los 
aumentos de TNFα en el tejido hepático determinan una inducción de la oxido 
nítrico sintetasa inducible (iNOS), lo cual daría lugar a la formación de óxido 
nítrico, primero, y de peroxinitrito y radicales reactivos del peroxinitrito, 
después (143). El peroxinitrito y sus radicales derivados son capaces de nitrar 
en tirosina a multitud de proteínas. Por ello, si fueran capaces de nitrar a las 
proteínas de los complejos de la CRM podrían determinar que estos complejos 
perdieran su actividad. Estudios de otros grupos demostraron que el óxido 
nítrico y otras sustancias reactivas derivadas del nitrógeno podían alterar la 
CRM (144). Por ejemplo, el óxido nítrico inhibe transitoriamente al complejo IV 
(145), mientras que el peroxinitrito puede disminuir la actividad de varios 
complejos de la CRM (144, 146 – 148), puede fragmentar el ADN (149) y nitrar 
en 3-tirosina a multitud de proteínas y, tras ello, modificar su función (150, 
151).  Por ello, en ese modelo animal, nuestro grupo quiso primero comprobar 
que la actividad de la CRM está disminuida en esos animales y, tras ello, 
demostrar que el TNFα y el peroxinitrito están implicados en el descenso de 
esa actividad y en la patogenia de las lesiones hepáticas que ocurren en esos 
ratones.   
En ese estudio (122), nuestro grupo demostró que la actividad de todos 
los complejos de la CRM estaba muy disminuida en los ratones ob/ob, por lo 
que parecía un buen modelo para estudiar en profundidad los motivos por los 
que en esos animales y, eventualmente, también en el hombre, la actividad de 
esos complejos era deficiente. A favor de la hipótesis de trabajo que nuestro 
grupo se había planteado, se halló (a) que la expresión de la iNOS se estaba 
aumentada en el tejido hepático; (b) que las proteínas hepáticas, incluidas las 
mitocondriales y las de la CRM, se encontraban intensamente nitradas en 3-
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tirosina y (c) que el tratamiento con el ácido úrico, un agente capaz de eliminar 
al peroxinitrito, mejoraba sensiblemente la actividad de todos los complejos o 
incluso que la normalizaba. En el hígado de los ratones obesos se encontraron 
también tasas elevadas de TNFα y evidencias de peroxidación lipídica. Estos 
cambios, explican que el tratamiento de los ratones ob/ob con anti-TNFα o con 
un antioxidante mitocondrial, la manganeso tetrakis ácido 5,10,15,20-benzoico 
porfirina (MnTBAP), un análogo de la superóxido dismutasa, se siguiera 
también de una mejoría de la disfunción de la CRM. A favor de que esta 
disfunción juega un papel decisivo en la patogenia de la EGHNA está el que 
todos esos tratamientos se seguían de una marcada regresión de las lesiones 
hepáticas existentes en los ratones ob/ob no tratados.   
 
6.- Tratamiento de la EGHNA.      
A pesar de que se han realizado numerosos ensayos clínicos para 
valorar la eficacia de diversas medidas para controlar a la EGHNA, en la 
actualidad aún no disponemos de ningún tratamiento que se pueda 
recomendar basado en los resultados obtenidos en estudios válidos. Algunos 
fármacos han mostrado efectos prometedores cuando su utilidad fue analizada 
en ensayos clínicos piloto preliminares. Sin embargo, escasean los estudios 
que hayan valorado la eficacia de las medidas terapéuticas mediante estudios 
rigurosos, controlados y aleatorizados. Además, la lenta evolución de la 
enfermedad ha impedido que en esos estudios se haya valorado la eficacia de 
los tratamientos sobre la morbilidad y mortalidad. Los criterios de eficacia 
utilizados son habitualmente su repercusión sobre los cambios bioquímicos y, 
eventualmente, histológicos. Por otro lado, la comparación de las medidas 
terapéuticas concretas con los placebos tiene también algunos problemas, ya 
que pueden producirse mejorías transitorias o persistentes relacionadas con la 
evolución natural de la enfermedad o como resultados de medidas de estilo de 
vida tomadas individualmente por los pacientes. 
Basados en la hipótesis patogénica formulada por nuestro grupo, el 
tratamiento fisiopatológico debería ir dirigido a combatir: (6.1) la resistencia a 
la insulina; (6.2) la obesidad, principalmente la abdominal; (6.3) el estrés 
oxidativo y (6.4) el estrés nitrogenado. 
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6.1.- Tratamientos sensibilizantes frente a la insulina: 
Al representar la resistencia a la insulina un factor esencial en la 
patogenia de la EGHNA, las medidas que aumenten la sensibilidad de las 
células a la insulina deben contribuir a mejorar la enfermedad hepática, ya que 
con ello se conseguirá que disminuya la lipólisis, que lleguen menos ácidos 
grasos al hígado, que aumente la oxidación de los ácidos grasos y que 
disminuya la formación de triglicéridos. Además de la dieta y el ejercicio físico, 
que aumentan esa sensibilidad, se han empleado con ese fin las biguanidas 
(metformina) y las tiazolidinedionas (pioglitazona, troglitazona y rosiglitazona).  
6.1.1.- Biguanidas. Son fármacos que mejoran la sensibilidad a la 
insulina, por lo que disminuyen la hiperinsulinemia, la gluconeogénesis 
hepática, la liberación hepática de glucosa y reducen la formación de 
triglicéridos, pero potencian la entrada de glucosa en las células y la β-
oxidación de los ácidos grasos (152).  Su administración a ratones obesos, 
ob/ob, disminuye la hepatomegalia, el grado de esteatosis y las tasas en 
sangre de TNFα (153). En varios estudios de corta duración se pudo observar 
que con 1 a 1,5 g/día de metformina descendían las transaminasas séricas 
(154) y en algunos pacientes también la esteatosis y la actividad 
necroinflamatoria (155 – 158). Otro estudio piloto mostró que la mejoría 
bioquímica se acompañó de una mejoría en el grado de esteatosis, valorada 
ésta por espectroscopia de resonancia magnética (159). Un meta-análisis 
realizado por la Cochrane concluyó que la metformina normaliza las 
transaminasas séricas y mejora la esteatosis, pero no modifica 
significativamente otras lesiones histológicas (160). El NIH ha iniciado un 
estudio controlado para conocer definitivamente la utilidad de estos fármacos 
(Estudio TONIC) comparando los efectos de su uso con el logrado con 
vitamina E o placebo. Mientras tanto, algunos autores recomiendan su uso 
debido a que son bien tolerados y a que pueden retrasar la aparición de 
diabetes (161).  La acidosis láctica, que es un efecto secundario de la 
metformina, hasta el momento no ha sido descrita en estos pacientes, si bien 
la experiencia que se tiene sobre su uso en enfermos con cirrosis hepática es 
muy limitada.  
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6.1.2.- Tiazolidinedionas. Estos fármacos son agonistas de la PPARγ, 
un receptor nuclear presente en diversos tejidos, entre otros en el tejido 
adiposo, músculo estriado e hígado, en los que aumentan la sensibilidad a la 
insulina. El PPARγ activa una serie de genes que también lo son por la insulina 
y de esta manera facilitan la acción de ésta. En el tejido adiposo favorecen la 
diferenciación celular e inhiben la lipólisis y la liberación de ácidos grasos 
libres. En el músculo estriado estimulan el consumo de glucosa y la actividad 
de la glucógeno sintetasa y en el hígado disminuyen la gluconeogénesis, 
inhiben la síntesis de ácidos grasos y estimulan su β-oxidación (162). Además, 
se comportan también como antiinflamatorios y una de ellas, la pioglitazona, 
ha sido capaz de evitar la activación de las células estrelladas del hígado y, 
por tanto, es capaz de detener la fibrogénesis hepática (163). La primera 
tiazolidinediona comercializada, la troglitazona, logró mejorar la resistencia a 
la insulina y la hiperinsulinemia y se logró la mejoría bioquímica e histológica 
de la esteatohepatitis (164); sin embargo, tuvo que ser retirada del mercado 
por provocar en algunos casos hepatotoxicidad idiosincrásica muy grave (165).   
Otras tiazolidinedionas que parecen ser bien toleradas y rara vez 
hepatotóxicas son la rosiglitazona o la pioglitazona.  Son fármacos que 
mejoran la sensibilidad a la insulina pero que provocan un aumento 
considerable del peso y de la grasa corporal total, ya que desplazan la grasa 
desde el hígado y músculo al tejido adiposo (166). Su eficacia en el 
tratamiento de la EHNA ha sido evaluada en siete estudios, cuatro de ellos 
controlados y aleatorizados. En general se puede concluir que con estos 
fármacos se obtiene una mejoría de la analítica hepática y del grado de 
esteatosis, pero que sus efectos sobre otros cambios histológicos hepáticos no 
son tan seguros. No obstante, en los estudios realizados con la pioglitazona se 
observó una mejoría de la inflamación, de la degeneración hidrópica y de la 
fibrosis (167 – 172). Debido a que la suspensión del tratamiento se sigue 
automáticamente de la desaparición de los beneficios obtenidos, sería 
necesario mantener estos fármacos a largo plazo. Sin embargo, la seguridad 
de estos no está garantizada, en especial de la rosiglitazona, ya que con ellos 
se ha observado un aumento del riesgo de infarto de miocardio (173).  Son 
aún muchas las preguntas abiertas en relación con estos fármacos, por ello, el 
NIH ha iniciado un estudio controlado, multicéntrico que pretende determinar si 
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realmente estos fármacos benefician a los enfermos con EHNA (Estudio 
PIVENS).  
 
6.2.- Combatir la obesidad visceral. 
Con este fin es fundamental modificar el estilo de vida ya que con ello 
se puede conseguir: (a) disminuir la masa de tejido adiposo; (b) aumentar la 
sensibilidad a la insulina y (c) aumentar la masa muscular y el consumo de 
glucosa (174). Pérdidas de peso moderadas, así como el ejercicio físico, se 
asocian con un aumento de la sensibilidad a la insulina. La pérdida de peso se 
puede conseguir de muchas formas, principalmente reduciendo la ingesta 
calórica, aumentando el ejercicio físico y el empleo de algunos agentes 
farmacológicos. Además, los pacientes que presentan obesidad mórbida son 
subsidiarios de cirugía bariática. 
Actualmente se recomienda una dieta pobre en calorías y en grasas, 
con la que se puede lograr que desciendan las tasas de transaminasas 
séricas, si bien los efectos de estas medidas sobre las lesiones de EHNA no 
han sido suficientemente evaluados. Parece recomendable comenzar el 
tratamiento con consejos nutricionales y un programa de ejercicios físicos. A 
pesar de la lógica de estas medidas, en la actualidad contamos con muy pocos 
estudios que hayan confirmado sus efectos beneficiosos, ya que en la mayoría 
de los casos se trataba de estudios no aleatorizados, que incluyeron a un 
número muy reducido de pacientes y eran de corta duración.  
Cuando la pérdida de peso es alta y rápida, existe el riesgo de que las 
lesiones empeoren, en especial las necroinflamatorias (175, 176). Se ha 
comprobado que las pérdidas de más de 1,5 Kg de peso por semana pueden 
producir lesiones de EGHNA en personas que previamente no las tenían e, 
incluso, pueden ser causa de fracaso hepático (177). Cuando con la dieta y el 
ejercicio físico se logran descensos moderados de peso (7 % al 10%), parece 
que los resultados son muy diferentes, ya que mejora la resistencia a la 
insulina, así como la analítica y la histología hepática (178 – 180). En un 
estudio realizado en niños italianos concluyeron que lo más apropiado era 
conseguir una pérdida de peso de 500 g a la semana (181). Por todo ello, en la 
actualidad se tiende a reducir la ingesta calórica a 25 a 30 Kcal/Kg/día con el 
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fin de conseguir una pérdida de peso moderada, del 5% al 10% a lo largo de 
seis meses.  
Una de las principales limitaciones que tiene el tratamiento de la 
obesidad mediante el cambio de régimen de vida es el cumplimiento de las 
medidas recomendadas. Por ello, en la mayoría de las ocasiones es necesario 
recurrir a medidas farmacológicas que ayuden a controlar el apetito y a reducir 
el peso. Entre los fármacos que se han empleado en la obesidad figura el 
Orlistat, un inhibidor reversible de las lipasas gástricas y pancreáticas, que 
disminuye la absorción intestinal de grasas. Con este fármaco, empleado en 
un pequeño número de pacientes se logró que perdieran peso y que mejorara 
la función hepática y la fibrosis a costa de molestias abdominales, diarrea y 
esteatorrea.  Recientemente, en un estudio realizado en 50 pacientes obesos 
con EHNA tratados con Orlistat se pudo comprobar que si el descenso de 
peso era del 5% a lo largo de nueve meses mejoraba la sensibilidad a la 
insulina y la esteatosis hepática, pero si el descenso de peso superaba el 9% 
también mejoraban los cambios histológicos de EHNA (182, 183). También 
con el fin de reducir el apetito se ha comenzado a considerar a los 
antagonistas de los receptores cannabinoides en el tratamiento de la EGHNA. 
Los endocannabinoides aumentan el apetito actuando a nivel de receptores 
CB1 y CB2 del sistema nervioso central. El bloqueo con antagonistas de estos 
receptores se sigue de una disminución del apetito. El rimonabant se une con 
gran afinidad al CB1 y antagoniza los efectos de los cannabinoides, de forma 
que reduce la sensación de hambre y la lipogénesis, aumenta la secreción de 
adiponectina y la maduración de los adipocitos y con él se consiguen perder 4-
5 Kg de peso, reducir el diámetro de la cintura (184, 185) y aumentar el 
colesterol HDL. Sin embargo, provoca con frecuencia trastornos en el estado 
de animo (186). Su empleo está aprobado en Europa, pero aún se carece de 
información sobre su eficacia en la EGHNA. 
En los enfermos con obesidad mórbida, los obesos que padecen otras 
enfermedades que dificultan el tratamiento (hipertensión, diabetes tipo 2, 
apnea del sueño o insuficiencia cardiaca) o cuando fracasan las restantes 
medidas para perder peso puede ser necesario recurrir a la cirugía bariática 
(187). Estas intervenciones quirúrgicas incluyen el bypass gástrico con Y de 
Roux, el bypass bilio-intestinal y las bandas gástricas ajustables. En estos 
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enfermos, esta cirugía les hace perder peso (188 – 192), disminuye el riesgo 
cardiovascular (193 – 195) y, por ello, aumenta la supervivencia si los 
pacientes son capaces de mantener su peso durante más de diez años (196, 
197). También las lesiones hepáticas mejoran a corto plazo con estos 
tratamientos quirúrgicos (198 – 203). En ese tiempo se puede observar un 
descenso de las citoquinas responsables de la inflamación (202, 204) y una 
mejoría de la inflamación y de la fibrosis (200). No se sabía muy bien si esa 
mejoría se mantendría a largo plazo y si la fibrosis hepática podría progresar 
con el tiempo. En un estudio reciente, en el que los autores hicieron biopsias 
sucesivas a lo largo de cinco años pudieron demostrar que la cirugía bariática 
mejoraba la esteatosis y la degeneración hidrópica de los hepatocitos y que 
estos cambios se correlacionaban estrechamente con la evolución de la 
resistencia a la insulina. Por el contrario, la fibrosis hepática empeoraba en 
algunos pacientes, precisamente aquellos que eran más resistentes a la 
insulina (205). Finalmente, un meta-análisis que llegó a incluir hasta 766 
biopsias antes y después de la cirugía mostró que todos los cambios 
relacionados con la EGHNA mejoraron, incluida la EHNA y la fibrosis (206). 
 
6.3.- Antioxidantes 
 
Basados en el papel que se atribuye al estrés oxidativo en la patogenia 
de la EHNA y en su progresión, se pudiera esperar que los agentes 
antioxidantes pudieran ser beneficiosos en el tratamiento de la EGHNA y en su 
evolución a EHNA. Entre los fármacos antioxidantes que se han empleado en 
esta enfermedad figura la vitamina E, la betaína y la N-acetil-cisteína. La 
vitamina E, un antioxidante barato pero potente, se ha  empleado en el 
tratamiento de pequeños grupos de pacientes, pero los resultados no han sido 
convincentes. En algunos de ellos se produjo un descenso de las 
transaminasas, pero las lesiones histológicas, cuando se hizo biopsia hepática, 
permanecieron iguales (207, 208). En la actualidad no se recomienda su 
empleo fuera de los estudios controlados, no sólo por su dudosa eficacia, sino 
por existir la sospecha de que pudiera aumentar el riesgo cardiaco (209).   La 
betaína, un donante de metilos que interviene en la metilación de la 
homocisteína, que aumenta las concentraciones de S-adenosil-metionina y 
disminuye el daño oxidativo celular, mostró efectos prometedores en algunos 
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estudios iniciales (210); sin embargo, un estudio reciente realizado en 35 
pacientes mostró que disminuía el grado de esteatosis, pero no la inflamación, 
la fibrosis, las citoquinas proinflamatorias ni las tasas de insulina o de glucosa 
(211). La N-acetil cisteína aumenta los niveles de glutatión intracelular y 
neutraliza las ROS, por lo que se comporta como un potente antioxidante. En 
diversos modelos animales de EGHNA, este agente ha mostrado que puede 
aportar cierta mejoría en las lesiones histológicas hepáticas, incluida la 
degeneración hidrópica de los hepatocitos (212, 213), pero disponemos de 
pocos datos sobre sus efectos en la EGHNA humana. En un estudio realizado 
combinando este antioxidante con la metformina parece que mejora la 
histología hepática, pero fueron muy pocos los enfermos tratados (214) por lo 
que carecemos de información fiable sobre su eficacia.   
 
6.4. Agentes anti-estrés nitrogenado. 
La hipótesis patogénica propuesta por nuestro grupo atribuye al 
peroxinitrito un papel importante en la patogenia de las alteraciones 
funcionales mitocondriales que se observan en la EGHNA, en su patogenia y 
en su progresión (122). Según ello, las medidas terapéuticas que sean 
capaces de disminuir el estrés provocado por las sustancias reactivas 
derivadas del nitrógeno (RNS), entre ellas, el peroxinitrito, deben corregir esas 
alteraciones funcionales, prevenir el desarrollo de EGHNA y evitar su 
empeoramiento. El ácido úrico, un agente capaz de unirse al peroxinitrito y 
anular sus efectos, ha demostrado que es capaz, al menos en el animal de 
experimentación, de evitar el desarrollo de lesiones neurológicas (151, 215 – 
218) y hepáticas atribuidas al peroxinitrito (122). Es posible que la 
hiperuricemia que acompaña al síndrome metabólico tenga en el hombre un 
papel defensivo frente al estrés nitrogenado (219,220). A pesar de ello, el 
ácido úrico no parecer ser un agente cuyo uso pueda aconsejarse en el 
hombre.  
De entre los agentes con actividad antiperoxinitrito de uso humano 
destaca la melatonina. En los Estados Unidos, la melatonina está disponible 
libremente en el mercado como suplemento dietético desde 1993; sin 
embargo, en muchos otros países no está comercializada. Se trata de un 
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derivado de la serotonina producido por la glándula pineal de los vertebrados 
(221) y en menor cuantía, por la retina, el tracto gastrointestinal (222) y la 
médula ósea (223). Inicialmente se pensó que intervenía sólo en la regulación 
del sueño y de los ciclos circadianos (224), pero posteriormente se vio que 
también influye sobre el sistema inmunológico (225) y que es oncostático 
(226,227), antiinflamatorio (228) y un potente antioxidante, capaz de eliminar 
tanto a las ROS como a las RNS (229 – 232). En efecto, la administración de 
dosis farmacológicas de melatonina disminuye la formación de radicales libres, 
permite la recuperación de las enzimas antioxidantes y disminuye el daño 
oxidativo hepático (233). La potencia antioxidante de la melatonina es muy 
superior a la que tienen la vitamina E o C (234 – 239) y es 5 a 15 veces mayor 
que la del glutatión. Esta gran potencia se puede explicar porque no sólo actúa 
sobre los ROS (H2O2, 1O2, ·OH) sino sobretodo sobre los RNS y sus derivados 
(240 – 244), en especial sobre el potente peroxinitrito. Tras reaccionar con 
éste, se forma la 1-nitromelatonina (245). Muchos de los efectos beneficiosos 
de la melatonina en diferentes condiciones patológicas en las que se supone 
que el estrés oxidativo juega un papel importante (246, 247) muy 
probablemente se deben a su capacidad para neutralizar al peroxinitrito.  
Igualmente, la melatonina protege al ADN nuclear o mitocondrial de su 
degradación por su exposición a radiaciones ionizantes o a carcinógenos (229, 
248). Así lo indica el que la preexposición a la melatonina disminuya la 
formación de 8-OHdG, un marcador de la degradación oxidativa del ADN. 
Además, al evitar la lesión de este último, también previene el gran consumo 
energético que supone la reparación del ADN por las PARP [Poly-(ADP-ribose) 
polymerase] (249 – 251) y el riesgo de muerte por necrosis. 
Además, la melatonina potencia los mecanismos defensivos celulares; 
en concreto, aumenta la síntesis de glutatión (242, 252 – 254) y la actividad de 
las enzimas antioxidantes y reduce la de las oxidantes (255, 256). En efecto, la 
melatonina aumenta el ARN mensajero de la superóxido dismutasa y de la 
gamma-glutamil-cisteina sintetasa (234, 253), con lo que aumenta la formación 
de glutatión y de glutatión peroxidasa (253, 254).  
Los efectos de la melatonina aventajan en muchos aspectos a los de 
otros antioxidantes. Ya hemos comentado que sus efectos no se limitan a 
contrarrestar las consecuencias de las ROS, sino que se extienden sobre los 
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efectos de las RNS. Este potencial frente al estrés nitrogenado no es 
compartido por la mayoría de los restantes antioxidantes. Es el único agente 
capaz de eliminar todos los componentes del llamado “triángulo diabólico” 
(anión superóxido, NO, ONOO—). Puede inhibir a la iNOS (257 – 260) y reducir 
la formación de NO y de peroxinitrito. Además, no existen barreras anatómicas 
que impidan su difusión (261), por lo que prácticamente todos los órganos, 
tejidos y células quedan bajo la protección de esta hormona (262). Otros 
antioxidantes frecuentemente encuentran barreras que les son infranqueables. 
Este es el caso del α-tocoferol que no puede superar la barrera placentaria y 
hematoencefálica. La capacidad de penetración de la melatonina no se limita a 
los órganos o tejidos sino que también se refiere a los diferentes 
compartimientos celulares, incluido el núcleo y las mitocondrias. Por esta 
razón, la melatonina protege a las membranas, a las proteínas celulares y al 
ADN genómico y mitocondrial (248). Esta gran difusibilidad se debe a su 
carácter anfifílico, es decir, a su capacidad para disolverse tanto en los lípidos 
como en el agua. El α-tocoferol, por ejemplo, es un buen antioxidante 
liposoluble, por lo que sus efectos protectores se limitan a las membranas 
celulares. La N-acetil-cisteína y el ascorbato son solubles en el agua y, en 
consecuencia, no pueden proteger a las membranas celulares y, en muchas 
ocasiones, no pueden atravesarlas ni penetrar en las células.  
La mayoría de los antioxidantes, entre ellos las vitamina E y C, cuando 
se enfrentan a un radical libre o a un ROS, captan el electrón sobrante y 
neutralizan así su efecto oxidante. Consecuencia de esta acción es que el 
propio antioxidante, al ser ahora el portador de ese electrón, se trasforma en 
oxidante y puede, en consecuencia, oxidar a otras moléculas (263). La 
melatonina, por el contrario nunca se comporta como oxidante, ya que cada 
vez que se encuentra con una molécula de peroxinitrito se sacrifica para 
neutralizarla y desaparece con él. Además, la melatonina no consume 
glutatión, por el contrario, aumenta su expresión genética a nivel 
transcripcional y por ello preserva o incluso aumenta el glutatión celular. (264).  
La melatonina se ha empleado, en algunos casos con éxito, en el 
tratamiento de algunas enfermedades crónicas, por ejemplo, en el de la 
hipertensión arterial en ancianos (265), la infertilidad en mujeres jóvenes (266), 
la artritis reumatoide (267), el insomnio (268, 269), la depresión (27), las 
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alteraciones del tránsito intestinal (271) y en  la prevención de la toxicidad por 
quimioterapia (272), entre otros. Sus efectos secundarios, tanto en animales 
como en el hombre, son mínimos (273 – 275) y su precio es bastante 
asequible. Se carece de experiencia sobre sus efectos en la EGHNA, no sólo 
humana sino también experimental.  
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HIPÓTESIS 
 
En estudios previos, nuestro grupo aportó pruebas de que la actividad 
de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) está muy alterada en los 
pacientes con EGHNA y que esos cambios se asociaban con el índice de 
masa corporal, las tasas en sangre de TNFα y la resistencia a la insulina. 
También este grupo demostró en ratones obesos que en la EGHNA, además 
de estrés oxidativo, hay estrés nitrogenado y que el peroxinitrito parece jugar 
un papel importante en la patogenia de estas alteraciones y de las lesiones 
hepáticas. El TNFα puede provocar estrés oxidativo y nitrogenado, ya que 
interfiere con la actividad del la CRM, dando lugar a la formación de anión 
superóxido, e induce la expresión y la actividad de la oxido-nítrico sintetasa 
inducible (iNOS), lo que se traduce en aumento de óxido nítrico. Éste, junto 
con el anión superóxido, forma peroxinitrito responsable del estrés 
nitrogenado y puede ocasionar una mayor disfunción de la CRM. La 
administración de anti-TNFα, de ácido úrico o de MnTBAP, un antioxidante 
mitocondrial análogo de la superóxido sintetasa, evita que en los ratones 
obesos se altere la función mitocondrial y que los animales desarrollen 
lesiones de EGHNA. Por ello, se formuló la hipótesis de que la obesidad 
visceral pudiera favorecer la liberación a la sangre portal de ácidos grasos 
libres y de TNFα, los cuales provocarían resistencia a la insulina, esteatosis 
hepática, inducción de la iNOS, disfunción de la CRM, hiperproducción de 
anión superóxido y óxido nítrico y formación de peroxinitrito. Éste alteraría 
aún más la actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial 
y cerraría un círculo vicioso que aumentaría la formación de anión 
superóxido y entorpecería el consumo de ácidos grasos y la formación de 
ATP. Según esta hipótesis, el tratamiento de la EGHNA debería ir dirigido no 
sólo a controlar el estrés oxidativo sino también a eliminar el peroxinitrito 
responsable de la disfunción mitocondrial y de las lesiones hepáticas. Entre 
los agentes capaces de neutralizar al peroxinitrito, además del ácido úrico, 
figura la melatonina. Por ello, el tratamiento de los ratones obesos con 
melatonina debe mejorar la disfunción mitocondrial y las lesiones hepáticas 
de la EGHNA.  
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OBJETIVOS 
 
Los objetivos de este estudio fueron:  
(1) Comprobar que los ratones obesos, ob/ob, presentan lesiones 
hepáticas de EGHNA y que la actividad de la Cadena 
Respiratoria Mitocondrial (CRM) está alterada. 
(2) Determinar las causas por las que la actividad de la CRM está 
alterada en este modelo murino de EGHNA.  
(3) Conocer el papel que juega el estrés oxidativo y el estrés 
nitrogenado en la patogenia de esta alteración. 
(4) Estudiar los efectos del peroxinitrito “in vitro” sobre la CRM.  
(5) Probar que la melatonina protege “in vitro” a la CRM de los 
efectos del peroxinitrito y  
(6) Demostrar que la melatonina evita que los ratones ob/ob 
desarrollen lesiones de EGHNA y las alteraciones de la 
CRM que existen en esos ratones obesos no tratados.  
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MATERIAL Y MÉTODOS. 
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1.- Grupos experimentales de ratones. 
En todos los estudios realizados en animales hemos seguido las normas 
establecidas por la “Guía Española para el Cuidado y Uso de Animales de 
Laboratorio”. En estos estudios utilizamos ratones macho de seis semanas 
C57BL/6J y ratones macho obesos de la misma edad C57BL/6J Lep(-/-) (ob/ob) 
obtenidos de Charles River Laboratory (Charles River Laboratorios España, SA. 
Santa Perpetua de la Mogada. Barcelona). Estos animales fueron mantenidos 
durante 12 semanas en un ambiente estable a 23º C (3 ratones por jaula), con 
ciclos de luz y oscuridad de 12 horas y libre acceso al agua y al pienso estándar 
para ratones.  
Cincuenta y cuatro ratones fueron distribuidos en cinco grupos:  
El grupo I (control, delgados) estaba formado por 10 ratones C57BL/6J.  
El grupo II (obesos, ob/ob) incluía a 10 ratones C57BL/6J Lep(-/-) tratados 
con 500 μL de 0,8% de solución salina administrada diariamente por vía 
peritoneal.  
El grupo III lo componían 6 ratones ob/ob tratados con 10 mg/Kg/día de 
manganeso [III] tetrakis (ácido 5,10,15,20 benzoico) porfirina (MnTBAP) 
(Calbiochem. San Diego. CA), un antioxidante mitocondrial análogo a la 
superóxido dismutasa. 
El grupo IV (ácido úrico) estaba formado por otros 6 ratones tratados con 
20 mg/día de ácido úrico (Sigma-Aldrich Química SA. Tres Cantos. Spain).  
El grupo V (melatonina) estaba también formado por 6 ratones ob/ob 
tratados 10 mg/Kg/día de melatonina (Sigma-Aldrich Química SA. Tres Cantos. 
Spain). 
El ácido úrico fue administrado en forma de suspensión de 20 mg en 200 
μL de suero fisiológico. La melatonina se preparó disolviendo 50 mg de 
melatonina en 500 μL de etanol y esta solución en 50 mL de suero fisiológico (1 
mg/mL). Tanto esta solución como la de MnTBAP fueron administradas de forma 
intraperitoneal (i.p.) durante 12 semanas.  
Al finalizar el tratamiento, los animales fueron pesados, anestesiados y se 
extrajo sangre por punción del ventrículo derecho. El hígado fue perfundido con 
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suero fisiológico a través del ventrículo izquierdo. Tras ello, el hígado fue 
rápidamente extraído, pesado, colocado sobre hielo, fragmentado y recogido en 
partes separadas para los diferentes análisis: (a) en fresco para medir la 
respiración mitocondrial (aislamiento inmediato de mitocondrias); (b) en 
formaldehído al 10% para ser procesado para estudio histológico. Se realizaron 
tinciones en hematoxilina-eosina y tricrómico de Masson. También, estos cortes 
histológicos fueron empleados para estudios de inmunofluorescencia con 
anticuerpos específicos frente a 3-nitrotirosina (3NT) (Upstate Cell Signaling 
Solutions. Lake Placid, NY, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante; (c) 
en glutaraldehído para microscopía electrónica; (d) en nitrógeno líquido para 
medir la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, triglicéridos, 
lipoperóxidos, glutatión citosólico y mitocondrial y estudios proteómicos y (e) 
recogidos en RNAlater para estudios de PCR cuantitativa.  
 
2.- Concentración de triglicéridos en el hígado.  
Fue determinada utilizando un “kit” específico para esta medición y 
siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich Química SA. Tres 
Cantos. Spain). Las tasas séricas de transaminasas se determinaron mediante 
autoanalizador (Hitachi 747 Roche Diagnostic Corp. Indianapolis. IN). 
 
3.- Aislamiento de las proteínas mitocondriales del tejido 
hepático. 
Las proteínas aisladas de tejido hepático fresco (50-70 mg) fueron 
homogenizadas en 500 μL de buffer de sucrosa (440 mM sucrosa, 20 mM MOPS, 
1 mM EDTA, pH 7,2) y 10 μL de 0,2 mM de PMSF (phenylmethyl-sulfonyl fluoride) 
preparado justo antes de empezar la homogenización a partir de 0.5 M DMSO 
(dimethyl sulfóxido).  El homogeneizado fue centrifugado, a 10.700 rpm durante 
15 minutos a 4ºC, se eliminó el sobrenadante y al sedimento se le añadieron 500 
μl de 500 mM NaCl, 10 mM Na+/MOPS, pH 7,2. Tras ello, homogeneizado fue de 
nuevo centrifugado a 15.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Finalizada esta 
centrifugación, se eliminó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 150 
μL de un buffer que contenía 1 M de ácido aminocaproico/50 mM de Bis-Tris-ClH, 
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pH 7,0 y 20 μL de 10% del detergente Brij 35. La suspensión se centrifugó a 
17.000 rpm durante 15 minutos. Al sedimento se le añadieron 80-120 μL de 1M 
ácido aminocaproico/50 mM Bis-Tris HCl, pH 7,0, se homogenizó con una 
pequeña espátula y se añadieron 40-60 μL de 10% ácido dodecilmaltósido 
(cuando fue necesario por haber mucho sedimento, se aumentó la cuantía de ác. 
aminocaproico y de ác. dodecilsulfato, manteniendo las proporciones 2:1]. Tras 
ello, se centrifugó de nuevo a 17.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC y se recogió 
el sobrenadante. En este extracto se midió la concentración de proteínas 
mediante el método de Bradford (276).  
 
4.- Determinación de la peroxidación de los lípidos y el contenido 
mitocondrial de glutatión.  
La peroxidación de los lípidos fue determinada midiendo la concentración 
de sustancias reactivas con el ácido tiobarbitúrico (TBARS) en 100 μL de 
homogeneizado de tejido hepático siguiendo el procedimiento descrito por 
Ohkawa et al. (277). El glutatión mitocondrial se midió siguiendo el procedimiento 
descrito por Tietze y modificado por Eady et al. (278).   
 
5.- Determinación semicuantitativa de la actividad del complejo I 
“in gel” de acrilamida. 
Para determinar semicuantitativamente la actividad en gel del complejo I, 
seguimos la técnica descrita por Schägger (279), modificada por Nijtmans y col. 
(280) y conocida por el nombre de Blue Native electroforesis. Con ese fin 
separamos los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial mediante 
electroforesis unidimensional en un gel de poliacrilamida con el colorante Serva 
Blue G (Serva Biochemicals, Heidelberg, Alemania) o Coomasie Blue G250 (Blue 
Native-polyacrilamide gel electrophoresis, BN-PAGE). Este colorante es crucial, 
ya que impide la disociación de los componentes de los complejos y permite que 
la actividad de los mismos se mantenga íntegra. Debido a que estos complejos 
son de muy alto peso molecular, el gel empleado para su separación tenía un 
gradiente de 3-12% de acrilamida (NativePAGE 3-12% Bis-Tris Gel. Invitrogen. 
Carlsbad. CA). 
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6.- Determinación cuantitativa de la actividad de la cadena 
respiratoria mitocondrial. 
La actividad de la citrato sintetasa y de los complejos de la CRM la 
medimos en 10-30 μl de homogenizado hepático empleando un DU-650 
espectrofotómetro (Beckman Instruments. Palo Alto. CA) según lo descrito por 
Martínez et al. (281). La actividad del complejo I (reductasa de la NADH coenzima 
Q1 sensible a la rotenona) la determinamos por la oxidación del NADH a 340 nm 
en 20 mM de fosfato potásico, pH 8,0: 200 μM NADH, 1 mM NaN3, 0.1% BSA-
EDTA y 100 μM ubiquinona-1 en ausencia y en presencia de 5 μM de rotenona. 
De esta manera se puede calcular la tasa de oxidación del NADH sensible a la 
rotenona.  La actividad de la succinato deshidrogenasa (componente del complejo 
II) la medimos por la reducción del 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) a 600 nm en 
50 mM Tris-fosfato potásico, pH 7,0; 1,5 mM KCN; 100 μM DCPIP y 32 mM de 
succinato. El complejo III (citocromo c reductasa) lo determinamos a 550 nm por 
la reducción del citocromo c  en 50 mM de fosfato potásico, pH 7,5; 2 mM NaN3, 
0,1% BSA-EDTA, 50 μM citocromo c, 50 μM ubiquinol-2 en ausencia de 
antimicina A y, después en presencia de 0,01 mg/mL de antimicina A, de forma 
que podemos calcular la tasa de reducción del citocromo c que es sensible a la 
antimicina A. El complejo IV (citocromo c oxidasa) lo medimos a 550 nm por la 
oxidación del citocromo c reducido en 10 nM de fosfato potásico, pH 7,0 y 80 μM 
citocromo reducido (recién preparado por la adición de ditionito sódico). Por 
último, la actividad del complejo V la medimos a 340 nm por el ATP que 
desaparece en presencia de 50 mM Hepes-Mg, pH 8,0; 0,2 mM NADH, 2,5 mM 
fosfoenolpiruvato, 5 μL piruvato kinasa (10 mg/ml), 10 μL LDH (5 mg/ml), 10 μL 
antimicina (0.2 mg/ml); 2,5 mM ATP, pH 7,0 y 10 μL oligomicina (0,2 mg/mL). La 
citrato sintetasa la medimos a 420 nm en 75 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 μM 5,5’-
ditiobis (ácido 2-nitrobenzoico), 350 μg/mL acetil-CoA, 0,5 mM oxalacetato y 0,1% 
Triton X-100. Las actividades fueron expresadas en nmol de sustratos utilizados 
por minuto. Para corregir el volumen de mitocondrias utilizado en cada medición, 
normalizamos la actividad obtenida por la actividad de la citrato sintetasa. Los 
complejos I, II, III, V y la citrato sintetasa los medimos a una temperatura de 
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incubación de 30ºC y el complejo IV a 38ºC. Todas estas actividades las medimos 
por triplicado. 
 
7.- Medición del consumo mitocondrial de oxígeno. 
La respiración mitocondrial la determinamos por polarografía a 37ºC con un 
electrodo de oxígeno tipo Clark conectado a un ordenador con el software 
apropiado (Oxygraph, Hansatech Instruments Ltd. Norfolk. UK) según lo descrito 
por Radi et al. (146). Para ello preparamos primero el buffer de respiración que 
consta de: 145 mM KCl; 3 mM MgCl2; 30 mM Hepes; 0,1 mM EGTA; 5 mM 
KH2PO4 y 0,1% albúmina sin ácidos grasos, a pH 7,4 y 37ºC. En estas 
condiciones, el electrodo se encuentra estable y su lectura indica el oxígeno 
diluido en el medio.  
 
La medición se inicia al colocar en la cámara 0,5 mL de una suspensión de 
mitocondrias equivalente a 0,25 mg/mL de proteínas mitocondriales (125 μg). En 
ese momento, la línea que indica la cuantía de oxígeno en la cámara comienza a 
descender. La pendiente de esta caída indica el consumo basal de oxígeno por 
las mitocondrias.  Tras 1 a 2 minutos, se añade a la suspensión mitocondrial 5 
mM de succinato como sustrato. Tras ello, se observa que la pendiente de la 
gráfica aumenta, lo que indica que los niveles de oxígeno en la cámara 
disminuyen por ser consumido por las mitocondrias. La medición obtenida en 
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estas condiciones corresponde al consumo mitocondrial de oxígeno en estado 4 o 
de reposo. Pasados unos minutos, se añade a la mezcla 500 μM de  ADP, lo que 
provoca un nuevo descenso de los niveles de oxígeno al entrar las mitocondrias 
en el estado 3 o de fosforilación. En esta fase, se sintetiza ATP. Se finaliza la 
medición con la adición de oligomicina que frena la respiración mitocondrial, como 
se refleja en la gráfica, cuyo curso se horizontaliza. El comportamiento de las 
mitocondrias en el estado 4 y estado 3 informa sobre el estado de las 
mitocondrias tras su aislamiento. Un estado 4 bajo y un estado 3 alto indica que 
las mitocondrias se encuentran en buen estado. El índice de control respiratorio 
(ICR) se calcula dividiendo el consumo de oxígeno en estado 3 entre el consumo 
de oxígeno en el estado 4. 
Tras la adición sucesiva de los diferentes sustratos se obtiene una gráfica 
similar a la siguiente: 
 
8.- Valoración del grado de ensamblaje de los complejos de la 
cadena respiratoria mitocondrial. 
Las proteínas mitocondriales fueron aisladas por electroforesis 
unidimensional en un gel de poliacrilamida (BN-PAGE) de forma similar a como 
fueron separadas para realizar el análisis de la actividad del complejo I en gel de 
acrilamida (280). Con este fin, empleamos un gel de gradiente de 3-12% de 
acrilamida (NativePAGE 3-12% Bis-Tris Gel. Invitrogen. Carlsbad. CA). Una vez 
concluida la electroforesis, las proteínas fueron transferidas a una membrana de 
difloruro de polivinilo (poros de 0,45 μm) (membrana de transferencia Immobilon-
P. Millipore Co. Bedford. MA) según el método descrito por Triepels (282). Las 
proteínas de la cadena respiratoria mitocondrial fueron identificadas mediante 
“Western Blot” exponiendo la membrana con las proteínas transferidas durante 
dos horas a 10 μL de anticuerpos frente a la subunidad 39 (NDUFA9) del 
complejo I, la subunidad 70 del complejo II, la subunidad Core 2 del complejo III y 
la subunidad COX1 del complejo IV disueltos en buffer bloqueante. Tras el lavado 
de las membranas con PBS-Tween 0,05%, éstas fueron incubadas durante 1 hora 
con el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con peroxidasa en solución 
1:5000 (Molecular Probes. Prat de Llobregat, Barcelona). El material 
inmunoreactivo fue visualizado por quimioluminiscencia (ECL, Western Blotting 
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Detection. GE Healthcare. Madrid) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
membrana, finalmente, fue expuesta a Hyperfilm MP (Amersham, GE Healthcare. 
Madrid). Por último, la intensidad de las señales obtenidas fue cuantificada 
mediante el programa de análisis de imagen IMAGEJ (283).  
 
9.- Electroforesis de segunda dimensión para evaluar las 
subunidades del complejo I. 
Para realizar esta electroforesis de segunda dimensión, se cortó la banda 
que contenía los complejos mitocondriales en el gel de una dimensión y se colocó 
sobre una placa de cristal (280) rotándola 90º, de forma que la zona de menor 
peso molecular quedara hacia la derecha. Esta banda de gel se incubó durante 1 
hora a temperatura ambiente con una solución disociante que contenía 1% SDS y 
1% 2-mercapto-etanol. Durante esta incubación, todas las subunidades que 
forman los complejos mitocondriales se separan unas de otras. Tras eliminar la 
solución disociante, se colocó una segunda placa de cristal, de forma que la 
banda del gel quedara en la parte superior, entre los dos cristales. Tras ello se 
procedía al sellado de los bordes laterales e inferior con agarosa caliente. Para 
asegurarnos de que el sellado de los bordes era correcto, añadíamos agua entre 
ambos cristales –conteniendo la banda de acrilamida cortada–. Cuando 
observábamos que había fugas de agua, seguíamos añadiendo agarosa por los 
bordes hasta que el cierre era hermético y seguro. El espacio que quedaba entre 
ambos cristales y por debajo de la banda de gel lo rellenábamos con el gel de 
acrilamida. Éste lo preparamos con la mezcla de 3,75 mL 40% acrilamida, 4,48 
mL Buffer II/SDS [90,8 g TRIS Base; 7,5 mL 10% SDS; 250 mL agua; pH 8,45], 
1,57 mL glicerol y 4,68 mL agua. Para iniciar la polimerización añadimos 93,75 μL 
10% APS y 7,5 μL TEMED. Esta combinación de acrilamida líquida la vertíamos 
entre ambos cristales procurando que el nivel superior quedara por debajo de la 
banda de la primera dimensión cortada y colocada entre ambos cristales. 
Procurábamos que no se formaran burbujas que pudieran interferir posteriormente 
el desarrollo de la electroforesis. Para que el nivel superior de este gel quedara 
horizontal, añadíamos etanol y esperábamos a que polimerizara la acrilamida. De 
forma simultánea, en paralelo, en las mismas condiciones, preparábamos un gel 
similar que contenía los complejos mitocondriales del animal que utilizamos como 
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control (ratón delgado vs. ob/ob; ratón ob/ob no tratado vs. ratón ob/ob tratado). 
Una vez había polimerizado la acrilamida vertida entre los cristales, eliminábamos 
el etanol. Posteriormente, vertíamos entre los dos cristales, sobre el nivel del gel 
de 40% acrilamida y rodeando a la banda de acrilamida de la primera dimensión, 
el nuevo gel “staking”. Éste lo preparábamos con 1,5 mL 40% acrilamida, 3,7 mL 
Buffer II/SDS y 9 mL agua, a lo que añadíamos 15 μL 10% APS y 15 μL TEMED. 
También en este caso cuidábamos que no se formaran burbujas. Una vez 
polimerizado este gel, los dos sistemas (control y problema) eran colocados en 
una cubeta de electroforesis y entre ellos vertíamos el buffer cátodo de 
electroforesis [12,1 g TRIS Base, 17,9 g tricine, 10 mL 10% SDS, hasta 1000 mL 
agua; pH 8,2]. Por fuera vertíamos el buffer ánodo [24,25 g TRIS Base, 1000 mL 
agua, pH 8.9].  Para que corrieran las subunidades de los complejos, cerrábamos 
el circuito inicialmente a 42 V y más adelante, una vez que las proteínas habían 
pasado el gel “staking”, a 80 V durante 2-4 horas a temperara ambiente. Tras 
finalizar la electroforesis, transferíamos en seco esas proteínas a una membrana 
de difloruro de polivinilo a 15 V durante hora y media. El reconocimiento de las 
diferentes subunidades del complejo I lo hacíamos empleando anticuerpos 
específicos contra las subunidades 39 kDa (NDUFA9), ND4, ND2, 30 kDA 
(NDUFS3), ND1, 20 kDa (MTND6), 17 kDa (NDUFB6), 15 kDa (NDUFA6), 8 kDa y 
ND4L. Tras lavar las membranas, éstas las tratábamos como se ha indicado más 
arriba para la visualización de las respectivas subunidades.    
 
10.- Determinación de la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina en el ADN 
nuclear y mitocondrial. 
Aislamos el ADN nuclear (nADN) y mitocondrial (mtADN) de 100 mg de 
tejido hepático. Para ello utilizamos un “kit” comercial para el aislamiento de estos 
ADNs (BioVision Research Products. Mountain View. CA) y seguimos las 
instrucciones de uso del fabricante. El daño oxidativo lo valoramos determinando 
la 8-OHdG mediante un análisis inmunoenzimático competitivo siguiendo las 
recomendaciones del fabricante (8-Hydroxy-2-deoxy-guanosine EIA Kit. Cayman 
Chemical Co. Ann Arbor. MI).   
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11.- PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCR). 
El ARN total fue extraído del hígado de los ratones delgados y ob/ob 
utilizando el “TRI-reagent (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) y siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El ARN fue tratado con DNasa I con el fin de eliminar 
los restos contaminantes de ADN (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). De 1 μg 
de ARN se generó el cADN mediante el “kit” comercial “First Strand cDNA Síntesis 
(Roche Applied Science, Indianapolis, IN) para RT-PCR a 25ºC, 5 minutos; 42ºC, 
60 minutos; 95ºC, 5 minutos y 4ºC, 5 minutos. La RT-PCR cuantitativa la 
realizamos mediante un “Light Cycler 1.0” (Roche Applied Science) en 20 μl con 
50 ng cADN, 0,5 μM primer y 2 μl FastStart DNA Master SYBR Green 1 (Roche 
Applied Science. Mannheim, Germany). Los datos obtenidos de la PCR 
cuantitativa fueron analizados siguiendo el método 2-ΔΔCT descrito por Livak et al. 
(284). Las secuencia de los “cebadores” empleados en estos experimentos 
figuran en la tabla 1. La expresión de las subunidades del complejo I analizadas 
fue normalizada con la correspondiente a la β-actina. Las condiciones de 
amplificación fueron 45 ciclos de desnaturalización a 95ºC durante 10 segundos, 
acoplamiento (annealing) a 57ºC durante 5 segundos y extensión a 72ºC durante 
20 segundos (285). La pureza y la autenticidad del tamaño de los productos 
ampliados fueron verificadas mediante electroforesis en gel de agarosa. 
Tabla 1. Cebadores empleados en la PCR cuantitativa a tiempo real 
NDUFA9 Sentido:              
Antisentido:       
5’-CAT TAC TGC AGA GCC ACT-3’ 
5’-ATC AGA CGA AGG TGC ATG AT-3’ 
NDUFB6 Sentido:              
Antisentido:       
5’-ATA ACT TTT TGC GGG ACG GG-3’ 
5’-CAG GAA AAT CTC TCA TTG GTG-3’ 
NDUFS3 Sentido:              
Antisentido:       
5’-AGG AAC ATG GCG GCG GCT GC-3’ 
5’-ATT  TCA GCC ACA TAC TCT CC-3’ 
ND1 Sentido:              
Antisentido:        
5’- TGC ACC TAC CCT ATC ACT C-3’ 
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ACT C-3’ 
5’- ATT GTT TGG GCT ACG GCT C-3’ 
ND2 Sentido:              
Antisentido:       
5’- ATG AGT AGG CCT GGA ATT C-3’ 
5’-ATC AGA AGT GGA ATG GGG C-3’ 
ND4 Sentido:              
Antisentido:       
5’-ATA ATT ATA ACT AGC TCA ATC TGC-3’ 
5’-TCG TAG TTG GAG TTT GCT AG-3’ 
ND4L Sentido:              
Antisentido:       
5’-CTC ACC ATA GCC TTC TCA C-3’ 
5’-CGT AAT CTG TTC CGT ACG TG-3’ 
β-Actin Sentido:              
Antisentido:       
5’-ATG GAT GAC GAT ATC GCT G-3’ 
5’- GTT GGT AAC AAT GCC ATG TTC-3’ 
 
 
12.- Modificación de las proteínas mitocondriales “in vitro” por el 
peroxinitrito. 
Para modificar las proteínas mitocondriales con el peroxinitrito, seguimos el 
procedimiento descrito por Murray et al. (286).  En concreto, preparamos una 
solución de 30 mM de peroxinitrito disolviendo este anión o el peroxinitrito 
degradado (Upstate Biotechnology, Lake Placid. NY. USA) en 0,3 M de hidróxido 
sódico. La concentración de peroxinitrito fue confirmada midiendo su absorbancia 
a 301 nm (coeficiente de extinción 1670 M-1 cm-1). Veinte microgramos de 
proteínas mitocondriales disueltas en el buffer de extracción especificado más 
arriba las expusimos a 10 μM de peroxinitrito. Con este fin, el peroxinitrito se 
depositó sobre un lado del tubo de Eppendorf y mediante vórtex se permitió la 
mezcla con la solución proteica. Tras unos segundos, el pH del peroxinitrito, 
alcalino, desciende al pH neutro del buffer en el que están disueltas las proteínas. 
Este procedimiento lo repetimos todas las veces que fueron necesarias para 
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lograr q
deseem 800 μM). La nitración en 3-tirosina de las proteínas 
mitocondriales la comprobamos mediante Western blot empleando como 
anticu
ue las proteínas quedaran expuestas a la cantidad de peroxinitrito que 
os (entre 10 y 2
erpos primarios anti-3-nitrotirosina. 
 
13.- Estadística. 
El análisis estadístico de los resultados lo realizamos utilizando el 
programa SPSS Statistical Software para Windows, versión 9 (SPSS Inc. Chicago, 
IL). En general, los resultados los hemos expuesto en forma de media ± SD.  
Empleamos el coeficiente de correlación de Spearman para analizar la correlación 
existente entre variables. Consideramos significativos los valores de p<0,05. 
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RESULTADOS. 
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1.- Los ratones ob/ob desarrollan lesiones de EGHNA y 
alteraciones de la CRM. 
1.1.- Cambios histológicos hepáticos en los ratones ob/ob. 
El parénquima hepático de los ratones ob/ob, en contra de lo que ocurría en los 
ratones delgados, controles (Fig. 4a y 4b) presentaba una intensa esteatosis que 
comprometía al 75% de los hepatocitos. En el 30% de las células hepáticas, la 
grasa se encontraba en forma de gotas macrovacuolares y en el 40% restante la 
esteatosis era microvacuolar (Figs. 4c, 4d y 4e). Dispersos por el parénquima y en 
los espacios porta existían algunos focos de células mononucleares (Fig. 4f) y 
algún hepatocito con hialina de Mallory.  
 
Figura 4.- Histología hepática de ratones delgados, controles (a, b) y ob/ob (c,d,e,f).  Los cortes 
histológicos fueron teñidos con hematoxilina/eosina (x100 aumentos (a, c), x200 (d,f), x400 (b,e). 
Concordantes con estos resultados fueron los obtenidos cuando 
determinamos las concentraciones de triglicéridos en el tejido hepático y las tasas 
de transaminasas en sangre. La figura 5 muestra que las tasas de triglicéridos en 
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el hígado estaban elevadas  desde 8,94±6,4 mg/g de tejido hepático hasta 
79,4±13,4 mg/g de hígado (p<0,001). A su vez, las transaminasas séricas estaban 
también significativamente elevadas (AST control, 33,2±9 UI/L; ob/ob, 839±118 
UI/L; p<0,001. ALT control, 28±9 UI/L; ob/ob, 624±67 UI/L, p<0,001). 
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histológicos fueron teñidos con hematoxilina/eosina (x100 aumentos (a, c), x200 (d,f), x400 (b,e). 
Concordantes con estos resultados fueron los obtenidos cuando 
determinamos las concentraciones de triglicéridos en el tejido hepático y las tasas 
de transaminasas en sangre. La figura 5 muestra que las tasas de triglicéridos en 
el hígado estaban elevadas  desde 8,94±6,4 mg/g de tejido hepático hasta 
79,4±13,4 mg/g de hígado (p<0,001). A su vez, las transaminasas séricas estaban 
también significativamente elevadas (AST control, 33,2±9 UI/L; ob/ob, 839±118 
UI/L; p<0,001. ALT control, 28±9 UI/L; ob/ob, 624±67 UI/L, p<0,001). 
 
Figura 4.- Histología hepática de ratones delgados, controles (a, b) y ob/ob (c,d,e,f).  Los cortes 
histológicos fueron teñidos con hematoxilina/eosina (x100 aumentos (a, c), x200 (d,f), x400 (b,e). 
Concordantes con estos resultados fueron los obtenidos cuando 
determinamos las concentraciones de triglicéridos en el tejido hepático y las tasas 
de transaminasas en sangre. La figura 5 muestra que las tasas de triglicéridos en 
el hígado estaban elevadas  desde 8,94±6,4 mg/g de tejido hepático hasta 
79,4±13,4 mg/g de hígado (p<0,001). A su vez, las transaminasas séricas estaban 
también significativamente elevadas (AST control, 33,2±9 UI/L; ob/ob, 839±118 
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UI/L; p<0,001. ALT control, 28±9 UI/L; ob/ob, 624±67 UI/L, p<0,001). 
UI/L; p<0,001. ALT control, 28±9 UI/L; ob/ob, 624±67 UI/L, p<0,001). 
 
Figura 5. Tasas séricas de transaminasas y contenido hepático en triglicéridos. Las AST y ALT séricas 
fueron determinados mediante autoanalizador. El contenido hepático en triglicéridos fue determinado 
siguiendo el procedimiento descrito en “Material y Métodos”. 
 
1.2.- La actividad de los complejos de la CRM está disminuida en 
los ratones ob/ob. 
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ob/ob. 
E ectrones del 
NADH
l complejo I (NADH deshidrogenasa) de la CRM acepta el
 y se los envía a la ubiquinona (Fig. 3).  Como muestra la figura 6, la 
actividad del complejo I en las mitocondrias del tejido hepático estaba descendida 
desde 51,3±2,0 [(nmol x min-1 x mg proteína-1/nmol x min-1 x mg proteína-1 CS) x 
100] (complejo 1/CS), en los ratones delgados, a 36,0±2,8 complejo I/CS 
(p<0,001) (70,3±5,5%) en los ratones ob/ob.  
En los ratones ob/ob, la actividad del complejo II (succinato 
deshidrogenasa), que pasa electrones directamente a la ubiquinona (Fig. 3), 
estuvo descendida significativamente al 52,1±5,3% de la actividad existente en los 
ratones controles (controles, 51,4±6,0 complejo II/CS; ratones ob/ob 25,7±4,1 
complejo II/CS; p<0,001). (Fig. 6).  
 
Figura 6. La actividad de la CRM está disminuida en el hígado de los ratones ob/ob. La actividad 
enzimática de los complejos de la CRM está expresada en porcentajes de la actividad control en los ratones 
delgados. (**), p<0.01; (***), p<0.001. 
La ubiquinona pasa los electrones desde el complejo I y II al complejo b-
c1 (complejo III), el cual los envía al citocromo c (Fig. 3). En los ratones ob/ob, la 
o dactividad de este complejo III era tan sól el 43,2±15,7% de la actividad existente 
en los ratones normales (Controles, 73,8±2,3 complejo III/CS; ratones ob/ob, 
es desde el 
complejo b-c1 al complejo IV (citocromo c oxidasa), el cual, finalmente, los 
transfie
31,9±11.6 complejo III/CS; p<0,01) (Fig. 6). 
El citocromo c está implicado en el transporte de electron
re al oxígeno (Fig. 3).  La medición de la actividad de este complejo 
enzimático en el hígado de los ratones ob/ob mostró que ésta estaba descendida 
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al 60,1±7,1% de la actividad control (Controles,  56.5±5 complejo IV/CS; ratones 
ob/ob, 34.0±4.0 complejo IV/CS; p<0.001) (Fig. 6).  
El transporte de electrones a través de la CRM está acoplado al bombeo 
de protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana de la pared 
mitocondrial. El complejo V (ATP sintetasa) de la CRM convierte la adenosina 
difosfato (ADP) en adenosina trifosfato (ATP) cuando los protones regresan a la 
matriz mitocondrial desde el espacio intermembrana. La actividad de este último 
complejo estuvo también significativamente disminuida en los ratones ob/ob al 
63,9±8,4% de la actividad en los ratones delgados. En efecto, mientras que la 
actividad normal de este complejo fue de 272,1±27,3 complejo V/CS, en los 
ratones ob/ob era tan sólo de 185,2±22,7 complejo V/CS (p<0,01). (Fig. 6).  
La actividad de la CS fue 1240±271 nmol/min/mg de proteína en los ratones 
delgados y de 1138±249 nmol/min/mg de proteína en los obesos, lo que indica 
que no existía proliferación mitocondrial en los ratones ob/ob. Las diferencias en 
actividad CS entre ambos grupos de ratones no es significativa. 
 
1.3.- La respiración mitocondrial está significativamente 
disminuida en el hígado de los ratones ob/ob. 
La respiración mitocondrial fue determinada siguiendo el procedimiento 
descrito en “métodos” mediante un electrodo de oxígeno tipo Clark en tejido 
hepático obtenido inmediatamente tras el sacrificio de los ratones. Calculamos el 
índice de control respiratorio por el cociente del consumo de oxígeno en estado 3 
(tras la adición a la cámara de 500 μM de ADP) dividido por el consumo de 
oxígeno en la fase 4 (tras la adición de 5 mM de succinato). Este estudio mostró 
que el consumo de oxígeno en los ratones ob/ob estaba significativamente 
descendido desde 2,90±0,42, que es consumo de oxígeno en los ratones 
normales, hasta 1,65±0,35, p<0,001. Estos resultados son concordantes con los 
obtenidos al determinar la actividad de la CRM. 
 
2.- La hipoactividad de la CRM se debe a la disminución de los 
complejos completamente ensamblados. 
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2.1.- Los complejos de la CRM completamente ensamblados    
están disminuidos en los ratones ob/ob. 
Con el fin de conocer los motivos por los que los complejos de la CRM 
tienen baja actividad enzimática en el hígado de los ratones ob/ob, determinamos 
el grado de ensamblaje de estos complejos. Este estudio lo realizamos mediante 
BN-PAGE en primera dimensión según el procedimiento descrito en la sección de 
“Métodos”. De esta forma comprobamos que la cuantía de todos los complejos de 
la CRM completamente ensamblados se encuentra marcadamente reducida en 
los ratones ob/ob, lo cual justifica que la actividad de estos complejos estuviera 
muy disminuida en esos animales (Fig. 7, bandas ob/ob). Igualmente, esta figur  
muestra que existen algunas bandas de bajo peso molecular (bandas a, b y c) que 
corresponden probablemente a subcomplejos no completamente ensamblados o 
a proteínas de esos complejos que han sido degradadas. Esto último es 
particularmente probable para el caso de las bandas de menor peso molecular 
(banda c). 
a
 
Figura 7.- Los complejos de la CRM completamente ensamblados se encuentran disminuidos en los 
ratones ob/ob. Cincuenta microgramos de proteínas mitocondriales fueron separadas en un gel BN-PAGE 
según la técnica descrita en “Material y Métodos”. Estas proteínas procedían del hígado de ratones delgados 
(Ctr) u ob/ob tratados con 500 μl de suero salino (ob/ob).  La identificación de los complejos fue realizada 
utilizando anticuerpos específicos contra la subunidad NDUFA9 del complejo I, la subunidad 70 del complejo 
II, la subunidad core 2 del complejo III, la subunidad COX 1 del complejo IV y la subunidad alfa del complejo 
V. 
 
2.2.- La cuantía de las subunidades de los complejos de la CRM 
está también muy reducida en los ratones ob/ob. 
Con el fin de profundizar en el conocimiento de las causas q
determinan la baja actividad enzimática de los complejos de la CRM y su reducido 
ue 
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en , 
p  
com a 
por al menos 46 subunidades de las que siete están codificadas por el genoma 
 fueron separadas en un SDS-
PAGE 
estaban al 17±1% (p<0,01). En los ratones ob/ob, además, encontramos la 
aparición de subcomplejos de menor peso molecular indicando que el proceso de 
ensamblaje del complejo I se encontraba alterado. Por ejemplo, la subunidad 39 
kDa estaba repartida en tres subcomplejos. Uno de ellos situado en los 980 kDa, 
que es el peso molecular correspondiente al complejo I completamente 
ensamblado, pero había otro a unos 500 kDa, que es el peso molecular del 
complejo III y un tercero situado aproximadamente a los 140 kDa que se 
prolongaba hacia la derecha en forma de una estela de menor peso molecular. 
Algo similar se observaba con la subunidad 17, que se detectaba a la altura del 
complejo I completamente ensamblado, pero también en subcomplejos de 500 y 
2  
p
rmaba un subcomplejo. Lo mismo ocurría con la subunidad core 2, que se 
seguía de una cola hacia la derecha. Las subunidades estudiadas de los 
jo 
era d cia la izquierda.  
samblaje, analizamos algunas subunidades de los complejos de la CRM
rincipalmente del complejo I  (NADH:ubiquinona oxidoreductasa). Elegimos este
complejo entre los cinco de la CRM por ser el primero, de mayor tamaño y el más 
plicado de todos ellos (287, 288, 289). Se trata de una multiproteína formad
mitocondrial y las 39 restantes por el genoma nuclear (288, 290, 291). 
Para ello, las subunidades de los complejos
de segunda dimensión según como lo describimos en la sección de 
“Material”. En concreto, analizamos las subunidades 39, 30, 20, 17, 15 y 8 kDa 
codificadas por el ADN nuclear y las subunidades ND1, ND2, ND4 y ND4L 
codificadas por el ADNmt. Para ello empleamos anticuerpos específicos contra 
cada una de estas subunidades. De esta forma comprobamos que todas las 
subunidades estudiadas de este complejo estaban muy disminuidas en los 
ratones obesos (Fig. 8). Este descenso era especialmente marcado en las 
subunidades codificadas por el ADNmt. En efecto, mientras que las subunidades 
codificadas por el ADN nuclear estaban descendidas al 54±10% de la cuantía 
existente en los ratones controles, las subunidades codificadas por el ADNmt lo 
00 kDa de peso molecular. La subunidad FeS del complejo III estaba disminuida
de tamaño en los ratones obesos, pero además, aparecía una estela de menor 
eso molecular que se prolongaba hasta el frente de electroforesis, donde 
fo
complejos II y IV estaban también muy disminuidas y la subunidad α del comple
e reducido tamaño y se prolongaba ha
 64 
                                                                                                                        Resultados  
 
 
 
Figura 8.- Identificación de subunidades de los complejos de la CRM de ratones delgados y ob/ob 
tratados con suero salino. Cincuenta microgramos de proteínas mitocondriales extraídas de ratones 
delgados (Ctr) u obesos tratados con suero salino (ob) fueron separados en un gel de  BN-PAGE y a 
continuación, tras la desnatuaralización de los complejos, en una SDS-PAG de segunda dimensión. Los geles 
procedentes de los ratones controles y de los ratones ob/ob se desarrollaron en paralelo y en las mismas 
condiciones. Las diferentes subunidades del complejo I fueron identificadas mediante anticuerpos específicos 
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contra la subunidad 39 kDa (NDUFA9), 30-kDa (NDUFS3), 20 kDa (MTND6), 17 kDa (NDUFB6), 15 kDa 
(NDUFA6), 36.5 kDa (ND4), 31.5 kDa (ND2), 29.5 kDa (ND1) y 14.8 kDa (ND4L). Las subunidades 39, 30, 20, 
17 y 15 kDa son representativas de proteínas codificadas por el ADN nuclear y las subunidades ND1, ND2, 
ND4 y ND4L como codificadas por el ADNmt. Las subunidades del complejo III fueron identificadas con 
anticuerpos anti-core 2 y anti-FeS, las del complejo IV con anti-COX 1, las del complejo II con anti-unidad 70 
y las del complejo V con anti-unidad alfa. Las líneas verticales indican la posición del complejo I migrado en la 
primera dimensión (980 kDa). –veces, indica la cuantía de subunidad en los ratones ob/ob tratados en 
relación con los controles delgados.  
 
2.3.- La expresión de los genes mitocondriales está disminuida 
en el hígado de los ratones ob/ob. 
Con el fin de conocer si el descenso de las subunidades del complejo I 
pudiera deberse a una disminución de su síntesis, determinamos la expresión 
genética de varias subunidades codificadas por el ADNn (NDUFA9, NDUFB6, 
NDUFS3) o por el ADNmt (ND1, ND2, ND4, ND4L) en el hígado de ratones 
controles, delgados y ob/ob. Para ello medimos los niveles de RNA mensajero de 
esas subunidades mediante RT-PCR cuantitativa. Este estudio muestra que la 
expresión genética de las subunidades codificadas por el ADN nuclear era similar 
en los ratones ob/ob que en los delgados (Fig. 9A). Por el contrario, la expresión 
genética de las subunidades codificadas por el ADNmt estaba reducida en los 
ratones ob/ob al 30,00±9,63% de la existente en los controles delgados (Fig. 9B).  
 
Figura 9. La expresión de los genes mitocondriales está disminuida en los ratones ob/ob.  Tasas de 
exp o resión genética de proteínas mitocondriales representativas de las codificadas por genes nucleares (A) 
mitocondriales (B) en el hígado de ratones delgados y ob/ob tratados durante 12 semanas con suero salino 
(ob). El ARN mensajero de las subunidades del complejo I fue analizado mediante PCR cuantitativa a tiempo 
real según la técnica descrita en “Material y Métodos”. NS, diferencias no significativa. **, p<0.01. 
 
2.4.- En los ratones ob/ob, el ADNmt, pero no el genómico, está 
alterado por estrés oxidativo. 
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Debido a que la expresión genética de las subunidades codificadas por el 
ADNmt estaba descendida en los ratones ob/ob, quisimos saber si ese descenso 
pudiera deberse a la existencia de un daño oxidativo en el ADN genómico o 
mitocondrial. Para ello aislamos ambos ADNs de 100 mg de tejido hepático 
siguiendo el procedimiento descrito en “Material y Métodos”. En ambos ADNs 
determin  análisis inmunoenzimático competitivo. La 
es
g ADN) (Fig. 10). Por el 
contrario, la 8-OHdG estaba significativamente elevada en el ADNmt de los 
ratones controles y obesos, aunque era especialmente alta en estos últimos 
(control, 71.0±4.1; ob/ob, 204.0±45.0 pg/mL/μg ADN, p<0.001).  Estos cambios en 
el ADNmt justifican el descenso de la expresión genética de las subunidades 
codificadas por este ADN, pero no justifican los descensos en la cuantía de las 
subunidades codificadas por el ADNn. 
amos la 8-OHdG mediante un
8-OHdG es considerada como un marcador de daño oxidativo del ADN. Este 
tudio mostró que la 8-OHdG en el ADNn de los ratones ob/ob no se 
diferenciaba de forma significativa de la hallada en el ADN extraído del hígado de 
los ratones delgados (36.32±1.1 vs. 36.2±1.2 pg/mL/μ
 
Figura 10. En los ratones ob/ob existe daño oxidativo del ADN mitocondrial (ADNmt) pero no del ADN 
nuclea inado en 10 ratones delgados y 10 ob/ob r (ADNn). El contenido hepático de 8-HOdG fue determ
según la técnica  descrita en “Material y Métodos”. 
 
3.- En los ratones ob/ob existe estrés oxidativo y estrés 
nitrogenado. 
 
3.1.- En el hígado de los ratones obesos hay estrés oxidativo. 
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Se cree que el estrés oxidativo juega un papel decisivo en la patogenia de 
la EHNA (105, 292). Considerando que la disfunción de la CRM es una fuente 
muy importante de ROS (105), se podría esperar que en el hígado de los ratones 
ob/ob existirían evidencias de la presencia de un estrés oxidativo. Este estrés 
puede justificar el daño observado en el ADNmt y en consecuencia el descenso 
de la cuantía de las s por el ADN de las mitocondrias.  Por 
ello deter  TBARS, un marcador de peroxidación 
lipídic tones controles y obesos. 
C  
d  
p l 
glutatión mitocondria ay estrés oxidativo, 
estaba significativamente disminuido en los ratones obesos (controles, 3,49±0,03 
nmol/mg proteína; ob/ob, 1,76±0,07 nmol/mg proteína; p<0.001). Los mismos 
cambios observamos cuando determinamos las concentraciones de glutatión 
reducido en el citoplasma hepático. Mientra  controles, este 
contenid
ubunidades codificadas 
minamos la concentración de
a y de estrés oxidativo, en el tejido hepático de ra
omo muestra la figura 11, en el hígado de los ratones ob/ob, las concentraciones
e TBARS estaban significativamente elevadas (controles, 0,8±0,08 nmol/mg
roteína; ob/ob, 1,82±0.07 nmol/mg proteína; p<0.001). Por el contrario, e
l, que desciende por consumo cuando h
s que en los ratones
o era de 35,34±2,1 nmol/mg proteína en los ratones controles, en los 
ob/ob era de 12,8±1.9 nmol/mg proteína (p<0.001). 
 
 
Figura 11. En el hígado de los ratones ob/ob hay estrés oxidativo. Se determinaron las concentraciones 
hepáticas de sustancias reactivas con el ácido tiobarbitúrico (TBARS) y las de glutatión reducido citoplásmico 
y mitocondrial en ratones delgados (Ctr) y ob/ob. Los valores están representados como media ± SD.   
 
3.2.- Los antioxidantes mitocondriales mejoran gran parte de las 
alteraciones encontradas en las mitocondrias de los ratones 
ob/ob. 
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Con el fin de conocer si el estrés oxidativo juega algún papel en la 
patogenia de las alteraciones funcionales y estructurales de la CRM, 6 ratones 
ob/ob fueron tratados durante 12 semanas por vía intraperitoneal con 10 
mg/Kg/día de MnTBAP. Esta sustancia es un análogo de la superóxido dismutasa 
que tiene un gran poder antioxidante mitocondrial. 
3.2.1.- Actividad de la CRM.  
La figura 12 muestra que en los ratones ob/ob tratados con MnTBAP, la 
signific
actividad enzimática de todos los complejos de la CRM mejoraba de forma 
ativa y se aproximaba o superaba la normalidad. 
 
Figura 12  ratones .- La actividad de los complejos de la CRM de los ratones ob/ob mejora cuando los
son trata AP). Los dos durante 12 semanas con un antioxidante mitocondrial (10 mg/Kg/día de MnTB
complejos fueron determinados según el método descrito en “Material y Métodos” y figura 6. **, p<0,01;  ***, 
p<0,001 frente a ratones controles. (b), p<0,01; (c), p<0,001 frente a ratones ob/ob. 
 
3.2.2.- Ensamblaje de los complejos. 
En los ratones ob/ob tratados con el antioxidante MnTBAP, el ensamblaje 
de todos los complejos se normalizó y no se diferenció de cómo se encontraba en 
los ratones controles (Fig. 13). 
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Figura 13.- El s ob/ b son ensamblaje de los complejos de la CRM se normaliza cuando los ratone o
tratados durante 12 semanas con MnTBAP. Cincuenta microgramos de proteínas mitocondriales fueron 
separadas en un gel BN-PAGE según la técnica descrita en “Material y Métodos”. Estas proteínas procedían 
del hígado de ratones delgados (Ctr), ob/ob tratados con 500 μl de suero salino (ob/ob) y de ob/ob tratados 
co r n 10 mg/Kg/día de MnTBAP, Como se describe en “Material y Métodos” estos tratamientos se hicieron po
vía peritoneal durante 12 semanas. La identificación de los complejos fue realizada utilizando anticuerpos 
específicos contra la subunidad NDUFA9 del complejo I, la subunidad 70 del complejo II, la subunidad core 2 
del complejo III y la subunidad COX 1 del complejo IV. 
 
 
3.2.3.- Cuantía de las subunidades del complejo I. 
En los ratones ob/ob que fueron tratados con el análogo de la superóxido 
dismutasa, la cuantía de todas las subunidades estudiadas fue normal o estuvo 
aumentada y las subunidades que aparecían en varios subcomplejos, en este 
caso, aparecían formando parte de un único complejo. Las diferencias con la 
cuantía existente de estas subunidades en los ratones controles y tratados con 
MnTBAP no fueron significativas (Fig. 14). 
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Figura 14.- El tratamiento de los ratones ob/ob con MnTBAP normaliza la cuantía de las subunidades 
del complejo I. Cincuenta microgramos de proteínas mitocondriales extraídas de ratones delgados  u obesos 
tratados con 500 μL de suero salino (ob) o con 10 mg/Kg/día de MnTBAP (ob MnTBAP) durante 12 semanas 
por vía intraperitoneal fueron separados en un gel  BN-PAGE y a continuación, tras la desnatuaralización de 
los complejos, en una segunda dimensión en una SDS-PAGE. Los geles procedentes de los ratones 
controles, ob/ob y ob/ob tratados se desarrollaron en paralelo y en las mismas condiciones. Las diferentes 
subunidades del complejo I fueron identificadas mediante anticuerpos específicos contra la subunidad 39 kDa 
(NDUFA9), 30 kDa (NDUFS3), 20 kDa (MTND6), 17 kDa (NDUFB6), 15 kDa (NDUFA6), 36.5 kDa (ND4), 31.5 
kDa (ND2), 29.5 kDa (ND1) y 14.8 kDa (ND4L). Las subunidades 39, 30, 20, 17 y 15 kDa son representativas 
de proteínas codificadas por el ADN nuclear y las subunidades ND1, ND2, ND4 y ND4L como codificadas por 
el ADNmt. Las líneas verticales indican la posición del complejo I migrado en la primera dimensión (980 kDa).  
 
3.2.4.- Expresión genética de las subunidades del complejo I. 
Como recoge la figura 15, el tratamiento de los ratones ob/ob con 10 
m  
est  el 
existe
g/Kg/día de MnTBAP aumentó la expresión genética de todas las subunidades
udiadas del complejo I. En la mayoría de los casos este aumento superó
nte en los ratones delgados. (Fig. 15). 
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Figura 15.  La expresión de los genes mitocondriales se normaliza con el tratamiento de los ratones 
ob/ob con el antioxidante MnTBAP.  Tasas de expresión genética de proteínas mitocondriales 
representativas de las codificadas por genes nucleares (A) o mitocondriales (B) en el hígado de ratones 
delgados (Ctr), ob/ob tratados durante 12 semanas con suero salino (ob) y ob/ob tratados con 10 mg/Kg/día 
de MnTBAP por vía peritoneal (ob MnTBAP). El ARN mensajero de las subunidades del complejo I fue 
analizado mediante PCR cuantitativa a tiempo real según la técnica descrita en “Material y Métodos”.  
 
3.3.- En el hígado de los ratones ob/ob hay estrés nitrogenado. 
Por lo que hemos visto en los apartados anteriores, el estrés oxidativo 
justifica los cambios encontrados en las subunidades codificadas por el ADNmt 
pero no las codificadas por el ADN genómico. La expresión genética de estas 
últimas subunidades era normal y el ADN nuclear no presentaba cambios 
relacionados con su oxidación. A pesar de ello, la cuantía de esas subunidades 
estaba muy disminuida en los ratones ob/ob. Todo ello indica que en el descenso 
de las subunidades de codificación genómica y, eventualmente, también en las 
pu a 
formar el complejo acti  analizar la cuantía de 
escasa
grupo ( ría ser el 
respons
codificadas por el ADNmt debe de intervenir algún otro factor. Estos descensos no 
eden ser explicados por un defecto en el ensamblaje de las subunidades par
vo, ya que la SDS-PAGE permite
cada subunidad, con independencia de que esté o no acoplada a las restantes 
para formar el complejo ensamblado. Por ello, la única causa posible de esa 
 cuantía de subunidades es su degradación. En otro estudio de nuestro 
122) se demostró que el anión peroxinitrito puede intervenir y pod
able de muchas de las alteraciones existentes en la función mitocondrial y 
en la patogenia de la EHNA.    
El anión peroxinitrito se forma rápidamente por la reacción del óxido nítrico 
(ON), producido endógenamente por la iNOS, con el anión superóxido. El 
peroxinitrito puede reaccionar con los complejos I, II, III, V y citocromo c de la 
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CRM e inactivarlos (145, 146). No se conocen bien los mecanismos de esta 
inhibición, pero la nitración de determinados residuos de tirosina puede degradar 
a esas proteínas y, en consecuencia, puede hacerles perder actividad enzimática. 
Por ello, quisimos saber si las proteínas hepáticas de los ratones ob/ob se 
encontraban nitradas en 3-tirosina. Si esto fuera así, el descenso de la actividad 
de la CRM pudiera deberse, además de por disminuir la síntesis de las 
subunidades codificadas por el ADNmt, también por la degradación de esas 
proteínas, tanto las de codificación nuclear como las de codificación mitocondrial. 
Este estudio lo realizamos mediante la tinción inmunohistoquímica de cortes 
histológicos, empleando como anticuerpos primarios anti-3-nitrotirosina (3NT) 
según lo descrito en “Material y Métodos”. La figura 16 muestra que mientras el 
tejido hepático de los ratones delgados apenas presentaba fluorescencia para 
proteínas nitradas en 3-tirosina, el hígado de los ratones ob/ob era intensamente 
flu n 
3-tirosin
orescente, indicando ello que sus proteínas estaban intensamente nitradas e
a.  
 
Figura 16. Las proteínas h tradas en 3-tirosina. Cortes epáticas de los ratones ob/ob se encuentran ni
histológicos del tejid nte tres meses por vía o hepático de ratones delgados y ob/ob tratados dura
intraperitoneal con 500 μ uestos a anticuerpo anti-3-L/día de suero salino fueron desparafinados y exp
nitrotirosina. 
Con el fin de determinar si, además de las proteínas hepáticas en general, 
también las mitocondriales estaban nitradas en 3-tirosina, analizamos 50 μg de 
proteínas de la membrana mitocondrial por Western blot utilizando anticuerpos 
específicos anti-3-NT. Este análisis mostró bandas proteicas nitradas en 3-
tirosina, cuya intensidad estaba claramente aumentada en los ratones ob/ob (Fig. 
17). 
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Figura 17. Proteínas mitocondriales nitradas en 3-tirosina. Las proteínas mitocondriales fueron extraídas 
de hígado de ratones delgados (Ctr) y ob/ob tratados con 500 μL de suero salino y analizadas por Western 
blot. Las membranas fueron reveladas con anticuerpos específicos contra 3-nitrotirosina. Ctr, proteínas 
nitradas en 3-tirosina de ratones controles;  ob/ob, ratones ob/ob.  
Finalmente, con el fin de identificar si entre las proteínas de la membrana 
mitocondrial nitradas en 3-tirosina figuraban las de la CRM, inmunoprecipitamos 
200 μg de proteínas de la membrana mitocondrial con anticuerpos anti-3NT e 
identificamos las proteínas precipitadas mediante Western blot utilizando 
anticuerpos específicos frente a la subunidad ND4 del complejo I, codificada por el 
ADNmt, de la CRM y el citocromo c. Este análisis confirmó que estos dos 
componentes de la CRM se encontraban nitrados en 3-NT (Fig. 18). 
 
Figura 18. Las proteínas ND4 y citocromo c de la CRM se encuentran nitradas en 3-tirosina. Doscientos 
microgramos de proteínas extraídas de membranas mitocondriales de ratones delgados y obesos fueron 
inmunoprecipitados con anti-3-NT, separadas e identificadas con anticuerpos específicos frente a los 
componentes de la CRM, ND4 y citocromo c. 
 
3.4.- El tratamiento de los ratones obesos con ácido úrico 
disminuy
hepáticas y mejora las alteraciones mitocondriales.  
e la nitración en 3-tirosina de las proteínas 
Con el fin de conocer si la nitración de las proteínas mitocondriales 
interviene en la pérdida de actividad de la CRM, medimos la actividad de esos 
complejos en las mitocondrias de ratones ob/ob tratados durante 12 semanas con 
un “limpiador” del anión peroxinitrito, el ácido úrico. Este ácido reacciona 
rápidamente con el peroxinitrito dando lugar a la formación de uratos nitrados y ha 
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sido propuesto como un limpiador natural del anión peroxinitrito y de sus 
derivados reactivos (217, 218). De hecho, como muestra la figura 19, en los 
animales tratados con 20 mg/día de ácido úrico, la inmunofluorescencia del tejido 
hepático provocado por la nitración en 3-tirosina disminuyó de una forma muy 
llamativa hasta niveles equiparables a los existentes en el hígado de los animales 
controles.  
 
Figura 19. El tratamiento de los ratones ob/ob con 20 mg/día de ácido úrico normaliza la nitración en 
3-tirosina de las proteínas hepáticas. Cortes histológicos en parafina de hígado de ratones controles y 
ob/ob tratados con 500 μL de suero salino o con 20 mg/día de ácido úrico fueron desparafinados e incubados 
con anti-3-nitrotirosina y posteriormente con el anticuerpo secundario anti-ratón IgG FITC. 
La misma normalización se observó en el grado de nitración en 3-tirosina 
de las proteínas mitocondriales y de la CRM, subunidades ND4 y citocromo c (Fig. 
20). Estos datos confirman que, en efecto, el ácido úrico neutraliza los efectos del 
anión peroxinitrito sobre la nitración de 3-tirosina de las proteínas hepáticas en 
general y de las de la CRM en particular. 
        
         Figura 20. La nitración en 3-tirosina de las proteínas mitocondriales y de la CRM se normaliza 
en los ratones tratados durante 12 semanas con ácido úrico por vía peritoneal. (A). Proteínas 
mitocondriales nitradas en 3-tirosina (3NT) de ratones delgados y ob/ob tratados con suero salino o 
con ácido úrico. Las proteínas mitocondriales fueron extraídas del hígado de ratones delgados (Ctr) y de 
ratones ob/ob tratados con 500 μL de suero salino (ob/ob) o con 20 mg/día de ácido úrico (ob/ob AU) por vía 
peritoneal y analizadas por Western blot. Las membranas fueron reveladas con anticuerpos específicos 
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contra 3-nitrotirosina. Se incluye la misma membrana teñida con Ponceau S mostrando que la carga de 
proteínas fue similar en todas las bandas.  (B y C). Proteínas de la CRM de ratones controles y ob/ob 
tratados con suero o con ácido úrico. Doscientos microgramos de proteínas extraídas de membrana 
mitocondrial de ratones delgados (Ctr) y obesos tratados con 500 μL suero salino (ob/ob) o 20 mg/día de 
ácido úrico (ob/ob AU) fueron inmunoprecipitados con anti-3-NT y separadas e identificadas con anticuerpos 
específicos frente a los componentes de la CRM, ND4 y citocromo c (Cit.c). 
 
3.4.1.- El tratamiento con ácido úrico mejora la actividad de la CRM. 
Los efectos funcionales del peroxinitrito sobre la CRM fueron confirmados 
al determinar la actividad de los complejos de esta cadena tras el tratamiento de 
los ratones ob/ob con 20 mg/día de ácido úrico durante 12 semanas. En la figura 
21 se puede observar que tras este tratamiento la actividad de los complejos I y V 
e  
si
ra completamente normal y que la de los complejos II, III y IV mejoró de forma
gnificativa, aunque no alcanzó la normalidad funcional.  
 
Figura 21.- El tratamiento de los ratones ob/ob con ácido úrico mejora o normaliza la actividad de casi 
todos los complejos de la CRM. Seis ratones ob/ob fueron tratados durante 12 semanas con 20 mg/día de 
ácido úrico (AU) según lo descrito en “Material y Métodos”. La actividad de los complejos está expresada en 
forma de porcentajes de actividad existente en los ratones delgados. NS, diferencias no significativas; (*), 
p<0,05; (**), p<0,01; (***), p<0,001 frente a animales delgados; (1), p<0,05; (2), p<0,01; (3), p<0,001 vs. 
ratones ob/ob. 
 
3.4.2.- El tratamiento con el ácido úrico corrige las alteraciones 
estructurales encontradas en los complejos de la CRM. 
La mejoría observada con el ácido úrico en la actividad de los complejos 
de la CRM se puede justificar por el aumento que encontramos en el grado de 
ensamblaje de esos complejos. En efecto, en los ratones ob/ob tratados con 20 
enzimá  similar al que 
se hallaba en los ratones delgados (Fig. 22).  
mg/día de ácido úrico durante 12 semanas, hallamos que los complejos 
ticos de la CRM se encontraban ensamblados en un grado
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Figura 22.- El ensamblaje de los complejos de la CRM se normaliza cuando los ratones ob/ob son 
tratados durante 12 semanas con ácido úrico. Cincuenta microgramos de proteínas mitocondriales fueron 
separadas en un gel BN-PAGE según la técnica descrita en “Métodos”. Estas proteínas procedían del hígado 
de ratones delgados (Ctr), ob/ob tratados con 500 μl de suero salino (ob/ob) y de ob/ob tratados con 20 
mg/día de ácido úrico (ob/ob AU).  Como se describe en “Material y Métodos” estos tratamientos se hicieron 
por vía peritoneal durante 12 semanas. La identificación de los complejos fue realizada utilizando anticuerpos 
específicos contra la subunidad NDUFA9 del complejo I, la subunidad 70 del complejo II, la subunidad core 2 
del complejo III y la subunidad COX 1 del complejo IV. 
 
Igualmente este tratamiento normalizó la cuantía de todas las 
subunidades estudiadas del complejo I (Fig. 23). 
 
 
Figura 23.- El tratami liza la cuantía de las ento de los ratones ob/ob con ácido úrico norma
subunidades del comple iales extraídas de ratones jo I. Cincuenta microgramos de proteínas mitocondr
delgados (Ctr) u obesos trata día de ácido úrico (ob AU) dos con 500 μL de suero salino (ob) o con 20 mg/
durante 12 semanas por vía intraperitoneal fueron separados en una primera dimensión en un gel BN-PAGE 
y a ca  continuación en una segunda dimensión en SDS-PAGE como se describe en la figura 14.  –veces, indi
la cuantía de subunidad en los ratones ob/ob tratados en relación con los controles delgados.  
Finalmente, la administración de ácido úrico a los ratones ob/ob normalizó
la expresión genética de todas las subunidades estudiadas, particularmente las de 
ificación mitocondrial (Fig. 24). 
 
cod
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Figura 24  La expresión de los genes mitocondriales se normaliza con el tratamiento de los ratones 
ob/ob con ácido úrico.  Tasas de expresión genética de proteínas mitocondriales representativas de las 
codificadas por genes nucleares (A) o mitocondriales (B) en el hígado de ratones delgados (Ctr), ob/ob 
tratados durante 12 semanas con suero salino (ob) y ob/ob tratados con 20 mg/día de ácido úrico por vía 
peritoneal (ob AU). El ARN mensajero de las subunidades del complejo I fue analizado mediante PCR 
cuantitativa a tiempo real según la técnica descrita en “Material y Métodos”.  
Por los resultados de estos estudios podemos concluir que el anión 
peroxinitrito es responsable de la pérdida de las subunidades proteicas que 
componen los diferentes complejos de la CRM. Este efecto del peroxinitrito afecta 
tanto a las subunidades codificadas por el ADN nuclear como por el mitocondrial. 
No obstante, en el descenso de la cuantía de las subunidades de codificación 
mitocondrial, como hemos visto más arriba, interviene, además, un segundo 
factor, el dependiente de su deficiente síntesis, al estar reducida la expresión de 
los genes mitocondriales, consecuencia de la agresión oxidativa mitocondrial. 
Según esto, en el descenso de las subunidades de codificación genómica 
intervendría la agresión que el peroxinitrito ejerce sobre esas proteínas. En la 
desaparición de las subunidades de codificación mitocondrial intervendría la 
degradación por el peroxinitrito y el descenso de su síntesis. Esta asociación de 
dos efectos es concordante con el hecho de que las subunidades codificadas por 
 
 
3.5.- Los niveles de prohibitina están descendidos en las 
proteínas mitocondriales de los ratones ob/ob.  
el ADN mitocondrial estén mucho más disminuidas (al 17±1%) que las codificadas 
por el ADN genómico (54±10%) (Fig. 8).  
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Debido a que la prohibitina es un complejo proteico que protege a los 
complejos de la CRM de su degradación, investigamos cómo se encuentra este 
complejo proteico en las mitocondrias de los ratones ob/ob. Como muestra la 
figura 25, la prohibitina inmunoreactiva estaba claramente disminuida en los 
extractos proteicos obtenidos de los ratones ob/ob. Sin embargo, las tasas de esta 
proteína se mantuvieron en los márgenes de la normalidad en los ratones obesos 
tratados con ácido úrico o MnTBAP. Con el fin de saber si esta proteína se 
encontraba nitrada en 3-tirosina, tratamos la misma membrana con anticuerpos 
an a 
d  
últimos ratones se observaba que por debajo de la marca dejada por la prohibitina 
nitrada existía una larga estela de menor peso molecular altamente nitrada (Fig. 
25). 
ti-3-nitrotirosina. De esta forma mostramos que la prohibitina se encontrab
nitrada en todos los grupos de ratones, tanto sanos como obesos, pero el grado 
e nitración en 3-tirosina fue muy superior en los ratones ob/ob. Además, en estos
 
Figura 25. La prohibitina está descendida y nitrada en 3-tirosina en las mitocondrias hepáticas de los 
ratones ob/ob.   A. Identificación de la prohibitina en ocondriales hepáticas de las proteínas mit
ratones delgados y obesos. Las mitocondrias fueron aisladas del hígado de ratones delgados (Ctr) y ob/ob 
(ob) y 30 μg de sus proteínas fueron analizadas por “Western blot” empleando anticuerpos específicos frente 
ohibitina.  Calle Ctr, ratón control; Calle ob, ratón ob/ob tratados con 500 μl de suero salino; calle a la pr
ob/UA, ratones ob/ob tratados con 20 mg/día de ácido úrico; calle ob/MnTBAP, ratones ob/ob tratados con 10 
mg/Kg/día de MnTBAP. El suero salino y la MnTBAP fueron administrados por vía intraperitoneal, diariamente 
en forma de solución. El ácido úrico se administró en forma de suspensión con suero salino durante 12 
semanas. B. Proteínas de mitocondrias nitradas en 3-tirosina obtenidas de hígados de ratones 
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delgados y obesos. Las membranas de transferencia de difluoruro de polivinilo fueron tratadas primero con 
antiprohibitina y luego con anti 3-nitrotirosina. El significado de las calles es el mismo que en A. 
 
4.- El peroxinitrito reproduce “in vitro” las alteraciones de la CRM 
que existen en los ratones ob/ob.   
Para confirmar que el peroxinitrito tiene capacidad para degradar a las 
subunidades de los complejos de la CRM, expusimos proteínas mitocondriales 
hepáticas de ratones normales, delgados, a diversas concentraciones de 
peroxinitrito y analizamos en ellas las consecuencias funcionales y estructurales 
de su efecto. La incubación “in vitro” de 20 μg de proteínas mitocondriales de 
ratones normales, delgados, con 0 a 2800 
d  
cit n 
dependientes de la dosis de peroxinitrito.  
μM de peroxinitrito provocó la nitración 
e esas proteínas en 3-tirosina (Fig. 26) y disminuyó la actividad enzimática de la
rato sintetasa (Fig. 27A) y del complejo I (Fig. 27B). Todos estos efectos fuero
 
 
Figura 26.  El peroxinitrito provoca la nitración en 3-tirosina de las proteínas mitocondriales hepáticas 
de forma dependiente de la dosis. Proteínas mitocondriales (20 μg) extraídas del hígado de un ratón 
delgado fueron expuestas a 800 a 2800 μM de peroxinitrito siguiendo el procedimiento descrito en “Material 
Métodos”.  La presencia de proteínas nitradas en 3-tirosina se analizó mediante Western blot empleando para 
ello anticuerpos anti-3-nitrotirosina. 
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Figura 27A y 27B. El peroxinitrito provoca el descenso de la actividad de la citrato-sintetasa y del 
complejo I de la CRM. Proteínas mitocondriales de hígado de ratón normal fueron tratadas con 50 a 300 μM 
de peroxinitrito, tras lo cual determinamos la actividad de la citrato sintetasa (CS) (panel A) y del complejo I de 
la cadena respiratoria mitocondrial (panel B) mediante espectrofotometría. La actividad del complejo I fue 
normalizada con la actividad de la CS en la preparación mitocondrial antes de su exposición al peroxinitrito. 
 
Figura 27C. El peroxinitrito disminuye “in vitro” la actividad in-gel del complejo I de forma 
dependiente de la dosis. Efecto de 800 μM a 2800 μM de peroxinitrito sobre la actividad del complejo I en el 
gel. 
Debido a que este anión inhibía la actividad de la citrato sintetasa, 
normalizamos la actividad del complejo I con la actividad de la citrato sintetasa 
antes de añadir el peroxinitrito. Igualmente, la actividad del complejo I en el gel 
descendió al 93%, 75% y 5% del nivel basal cuando las proteínas mitocondriales 
fueron expuestas a 800 μM, 1600 μM o 2800 μM de peroxinitrito, respectivamente. 
(Fig. 27C).   
Por ultimo, como muestra la figura 28, a medida que aumentaba la dosis 
de peroxinitrito disminuía el consumo mitocondrial de oxígeno.  
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Figura 28. El peroxinitrito reduce “in vitro” el consumo de oxigeno por las mitocondrias 
hepáticas de ratones normales. Mitocondrias aisladas de ratones normales fueron tratadas con 50 μM a 
400 μM de peroxinitrito. El consumo mitocondrial de oxígeno fue medido en un oxígrafo tipo cámara de Clark 
según el procedimiento descrito en “Material y Métodos”. El Índice de Control Respiratorio fue calculado 
mediante el cociente de este consumo en el estado 3 o 4. /estad
 
en s 
proteínas fueron separadas por electroforesis BN-PAGE. Como muestra la figura 
29, la exposición de las proteínas mitocondriales a este anión se siguió de una 
de la se acompañaba de la 
aparición de una segunda banda, próxima a la principal pero de menor peso 
molecular, cuya intens
Con el fin de analizar el efecto del peroxinitrito sobre el grado de 
samblaje de los complejos mitocondriales, tratamos 30 μg de proteína
mitocondriales de ratones normales con 0 a 400 μM de peroxinitrito y, tras ello, las 
disminución de los complejos completamente ensamblados que era dependiente 
 dosis de peroxinitrito empleada. Este descenso 
idad fue creciendo a medida que se aumentaba la dosis de 
peroxinitrito. Estas bandas fueron seguidas de un rastro proteico de menor peso 
molecular que se prolongó hasta el frente de electroforesis. Mientras que la banda 
superior, de mayor peso molecular (980 kDa), corresponde al complejo I 
completamente ensamblado, la segunda banda, inmediatamente por debajo de la 
primera, de menor peso molecular, corresponde a este mismo complejo 
parcialmente degradado. El rastro que sigue es determinado por fragmentos de 
degradación de diferentes pesos moleculares. 
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Figura 29. El peroxinitrito disminuye la cuantía del complejo I completamente ensamblado e induce su 
degradación. Proteínas mitocondriales (30 μg de proteínas) aisladas de ratones normales fueron expuestas 
a 0, 50, 100, 200, 300, 400 μM de peroxinitrito o 400 μM de peroxinitrito degradado y analizado en un gel BN-
PAGE unidimensional. Tras ello, el complejo I fue identificado tratando la membrana con anticuerpos contra la 
subunidad 39 de este complejo.  
Con el fin de determinar el efecto del peroxinitrito sobre las diferentes 
subunidades que componen el complejo I, analizamos las subunidades 39, 30, 20, 
17  
de 3  de 
las S-
P e 
casos, su cuantía quedó r
ular que se extendió hasta el frente de la línea de 
electroforesis (Fig. 30). Esta cola hacia la derecha es el resultado de la 
degradación de esta subunidad y de la aparición de fragmentos de la misma. 
, 15 kDa, ND1, ND2, ND4 y ND4L de este complejo antes y tras la exposición
0 μg de proteínas mitocondriales a 300 μM de peroxinitrito. La separación
 subunidades mencionadas la realizamos mediante electroforesis BN/SD
AGE bidimensional.  De esta manera confirmamos que el peroxinitrito disminuy
la cantidad de todas las subunidades estudiadas del complejo I. En algunos 
educida a una mancha casi indetectable (subunidad 15 
kDa). En el caso de la subunidad 39 kDa, la mancha de 980 kDa fue seguida de 
una cola de menor peso molec
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Figura 30.- Efecto del peroxinitrito “in vitro”  sobre las subunidades del complejo I. Para hacer el 
análisis de las subunidades del complejo I en la segunda dimensión, la banda de las proteínas mitocondriales 
controles y la de las proteínas expuestas a 300 μM de peroxinitrito fueron cortadas del gel de la primera 
dimensión y analizadas en una segunda dimensión siguiendo el procedimiento descrito en “Material y 
Métodos” y figura 14. La identificación de las subunidades se realizó mediante “Western blot” empleando 
anticuerpos específicos frente a las subunidades 39, 30, 20, 17 y 15 kDa, así como contra ND1, ND2, ND4 y 
ND4L. 
 
5.- La melatonina previene las alteraciones mitocondriales 
provocadas por el peroxinitrito “in vitro”. 
Aunque los experimentos anteriormente expuestos muestran que las 
alteraciones funcionales de las mitocondrias e incluso las lesiones histológicas de 
EHNA halladas en los ratones ob/ob pueden revertir mediante la administración 
prolongada de ácido úrico o de MnTBAP, ninguno de estos dos agentes pueden 
ser empleados en el hombre y, por tanto, no pueden ser utilizados en el 
t  
tie a 
c
241, 242), Por esta razón, quisimos saber si el pretratamiento de las proteínas 
mitocondriales con melatonina era capaz de prevenir las alteraciones que el 
peroxinitrito provoca “in vitro” en los complejos respiratorios mitocondriales.  
ratamiento de los pacientes con EHNA. Por esta razón, buscamos agentes
antioxidantes que fuesen capaces de neutralizar al anión peroxinitrito y al mismo 
mpo pudiesen ser empleados en el hombre. Estas propiedades las reúne l
melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina). Se trata de un potente antioxidante 
apaz de neutralizar al anión peroxinitrito y a sus derivados (229, 230, 231, 240, 
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5.1.- La melatonina previene las alteraciones provocadas por el 
nitrito “in vitro” sobre la actividad de la CRM. peroxi
Como muestra la figura 31, la exposición de las proteínas mitocondriales a 
30 μM de peroxinitrito provocó un descenso muy significativo de la actividad de 
todos los complejos. Esta actividad osciló entre el 33,7% del complejo I y el 43,8% 
del complejo II. Cuando las proteínas mitocondriales habían sido tratadas 
previamente con 3 mM de melatonina, la actividad de los complejos se mantuvo 
en los niveles normales a pesar de ser expuestas posteriormente al peroxinitrito. 
 
Figura 31. La actividad de la cadena respiratoria mitocondrial se mantiene normal en presencia de 
melatonina tras la exposición de las proteínas mitocondriales al peroxinitrito. Cincuenta microgramos 
de proteínas mitocondriales extraídas del hígado de un ratón delgado fueron expuestos a 30 μM de 
peroxinitrito según lo descrito en “Material y Métodos”. La misma exposición se realizó tras incubar las 
proteínas mitocondriales con 3 mM de melatonina durante 10 minutos antes de añadir el peroxinitrito. 
Determinamos la actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondria  y de la citrato sintetasa l
mediante espectrofotometría. La actividad de los complejos fue normalizada con la actividad de la citrato 
sintetasa antes de exponer las proteínas al peroxinitrito. La actividad de los complejos la expresamos en 
forma de porcentaje de la actividad en las proteínas controles, no tratadas con peroxinitrito ni con melatonina. 
NS, diferencia no significativa frente a la control; ***, p<0.001 frente a la actividad control. 
  Este mismo efecto protector sobre la CRM de la melatonina frente al 
roxinitrito lo comprobamos cuando determinamos la actividad del complejo I inpe -
gel (Fig. 32).  
 
Figura 32. La melatonina previene la pérdida de actividad in-gel del complejo I de la CRM provocada 
por el peroxinirito “in vitro”. Las proteínas mitocondriales fueron tratadas de la forma descrita en la figura 
31 y, tras ello, separadas en un BN-PAGE y la actividad del complejo I fue reconocida en el propio gel según 
el procedimiento descrito en “Material y Métodos”. 
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5.2.- La melatonina previene las alteraciones provocadas por el 
peroxinitrito “in vitro” sobre la respiración mitocondrial. 
Como era de esperar, la incubación durante 10 minutos de las 
mitocondrias aisladas de ratones normales con 3 mM de melatonina evitó los 
cambios que el peroxinitrito provoca en la respiración de las mitocondrias. La 
respiración de las mitocondrias la estudiamos mediante el consumo de oxígeno 
basal, es decir, cuando las mitocondrias se encontraban suspendidas en el buffer, 
y tras la adición de succinato (estado 4 o de reposo) y de ADP (estado 3 o de 
fosforilación). Mediante el cociente de estos dos últimos, calculamos el Índice de 
Control Respiratorio. En la figura 33, que recoge estos cambios, vemos que la 
exposición de las mitocondrias a 30 μM de peroxinitrito provoca un descenso muy 
marcado, significativo, tanto en la respiración basal como en el índice de control 
respiratorio. Si previamente a la exposición al peroxinitrito, la mitocondrias eran 
incubadas durante 10 minutos con 3 mM de melatonina, estos descensos en el 
consumo de oxígeno no se produjeron y quedaron al mismo nivel que las 
mitocondrias controles. Cuando las mitocondrias fueron incubadas con 
melatonina, sin la agresión del peroxinitrito, la respiración mitocondrial fue 
superior a la existente en las mitocondrias controles.  
 
Figura 33. La melatonina protege a las mitocondrias de las alteraciones que produce el peroxinitrito 
sobre el consumo mitocondrial de oxígeno.  Doscientos veinte microgramos de proteínas mitocondriales 
fueron expuestos a 30 μM de peroxinitrito (ONOO), a una solución 3 mM de melatonina (Melat.) o a 30 μM de 
peroxinitrito tras la incubación previa de las proteínas con la solución de melatonina durante 10 minutos 
(ONOO Melat.). Tras ello determinamos el consumo de oxígeno en un oxígrafo tipo cámara de Clark en 
condiciones basales (respiración basal) y tras la adición de succinato y de ADP (índice de control 
respiratorio). El índice de control respiratorio se calculó por el cociente de consumo de oxígeno en el estado 3 
(tras ADP) por el consumo en el estado 4 (tras succinato). La respiración basal está expresada en ng átomo 
de oxígeno/minuto/mg proteína. *, p<0.05; **, p<0.001 en comparación con mitocondrias controles (Ctr).  
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5.3.- La melatonina previene las alteraciones provocadas por el 
peroxinitrito “in vitro” sobre los complejos de la CRM 
completamente ensamblados y sus subunidades. 
La figura 34 muestra que la incubación de las proteínas mitocondriales 
hepáticas de ratones delgados con solución 2 o 3 mM de melatonina anuló los 
efectos del peroxinitrito (10 o 20 μM) sobre esas proteínas. Al igual que en 
experimentos previos, la exposición de esas proteínas a tan sólo  10 o 20 μM de 
peroxinitrito provocó un descenso en la cuantía de los complejos I, II, III y IV así 
como la aparición de bandas de menor peso molecular que eran originadas por 
productos de degradación de esos complejos. La preincubación de esas proteínas 
con 2 o 3 mM de melatonina evitó la disminución de la cuantía de los complejos 
totalmente ensamblados y la aparición de los fragmentos de su degradación.  
 
Figura 34. La incubación de las proteínas mitocondriales de hígado de ratones sanos con melatonina 
previene las alteraciones inducidas por el peroxinitrito sobre los complejos de la CRM. Veinte 
microgramos de proteínas mitocondriales fueron expuestos “in vitro” a 10 o 20 μM de peroxinitrito en ausencia 
o presencia de 2 ó 3 mM de melatonina. Los complejos mitocondriales fueron separados en un gel BN-PAGE 
como se ha descrito en “Material y Métodos” y en la Figura 13.  El complejo I fue identificado por Western blot 
exponiendo la membrana a un anticuerpo frente a la subunidad 39 kDa. El complejo II se reconoció con un 
anticuerpo anti-subunidad 70 kDa; el complejo III, con el anticuerpo anti-core 2 y el complejo IV con un 
anticuerpo contra la subunidad COX1. El histograma representa los resultados de la densitometría del 
complejo I. Experimento representativo que fue repetido en tres ocasiones. 
Con el fin de analizar esos cambios con más detalle, separamos las 
diferentes subunidades de los complejos en una segunda dimensión e 
ide s 
3 , 
N  
y Fe
ntificamos los cambios que se producían en algunas subunidade
representativas de cada complejo. En concreto, analizamos las subunidades 39, 
0, 20, 17, 15 y 8 kDa, codificadas por el ADN genómico, y las subunidades ND1
D2, ND4 y ND4L, codificadas por el ADNmt, así como las subunidadaes Core 2
S del complejo III y la COX1 del complejo IV. Los resultados de este análisis 
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están recogidos en la figura 35. En ella se puede apreciar que la señal originada 
ubunidad 39 kDa al ser expuesta a 20 μM de peroxinitrito se desintegraba 
 señal larga que se situaba preferentemente a 5
por la s
en una 00 kDa, pero que se 
extendía hacia la derecha hasta el frente del recorrido de la electroforesis. Sólo un 
equeño rastro se prolongaba hacia la izquierda aproximándose al que debería 
er su peso molecular de 980 kDa. La morfología de la señal originada por la 
proteín proteínas 
mitocondriales habían sido inc
frido degradación a pesar de haber sido expuesta al 
peroxinitrito. Su extensión hacia la izquierda se debe a que en condiciones 
normales el complejo I forma supercomplejos con el complejo III. Esta unión del 
complejo I con el III tiene significación funcional ya que es necesaria para el 
correcto desplazamiento de los electrones a lo largo de la CRM. De las 
subunidades 30, 20, 17, 15 y 8 kDa del complejo I expuesto al peroxinitrito, sólo la 
subunidad 17 kDa presentaba una pequeña prolongación hacia la derecha. Esta 
prolongación de la señal es expresión de su degradación. Las señales originadas 
por estas cinco subunidades cuando habían sido pretratadas con 3 mM de 
melatonina mostraban, en comparación con las no tratadas, 1) que eran 
claramente más grandes, indicando que la cuantía de estas subunidades era 
su n 
subunidad ND4L presentaba los mismos cambios descritos para la 39 kDa tras 
ser expuesta al peroxinitrito y, al igual que éste, la melatonina previno su 
degradación. 
Los cambios que apreciamos en las dos subunidades analizadas del 
complejo III son similares a los descritos para las subunidades 39 kDa y ND4L, es 
p
s
subunidad 39 kDa corresponde a la que es generada por la degradación de esa 
a en fragmentos de menor peso molecular. Cuando las 
ubadas previamente a la adición del peroxinitrito 
durante 10 minutos con 3 mM de melatonina, la morfología de la señal de esta 
subunidad era totalmente diferente, ya que su peso molecular se situaba 
correctamente en los 980 kDa y su extensión era hacia la izquierda, como es lo 
habitual. En este caso, no se observaba prolongación hacia la derecha, indicando 
que tras la incubación de las proteínas mitocondriales con melatonina no se 
habían formado fragmentos de menor peso molecular y, en consecuencia, que 
esta subunidad no había su
mayor, 2) que se prolongaban hacia la izquierda, es decir, formando parte de 
percomplejos y 3) que las subunidades 39 y 17 kDa carecían de prolongació
hacia la derecha, es decir, no se encontraban fragmentadas. La morfología de la 
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decir, la señal de estas subunidades se extendía, como una estela, hacia la 
derecha, hasta llegar al frente del recorrido de la electroforesis. Estos cambios, 
nuevamente, indican que la exposición de esas proteínas al peroxinitrito causa su 
degradación en fragmentos de menor peso molecular. Nada de esto ocurrió en las 
señales de estas subunidades cuando las proteínas mitocondriales habían sido 
incubadas previamente con 3 mM de melatonina durante 10 minutos. En este 
caso, la señal se situaba en los 500 kDa, que es el peso molecular del complejo 
III, y se extendía hacia la izquierda como corresponde a la formación de un 
supercomplejo con el complejo I.  
 
Figura 35. El pretratamiento de las proteínas mitocondriales con 3 mM de melatonina previene la 
degradación de las subunidades de los complejos respiratorios. Cincuenta microgramos de proteínas 
m n itocondriales fueron expuestos “in vitro” a 20 μM de peroxinitrito en ausencia o tras la incubación previa co
3 mM de melatonina durante 10 minutos. Los complejos mitocondriales fueron separados por electroforesis 
como se ha descrito en “Métodos” y en figura 14. Las subunidades de los complejos I, III y IV fueron 
ide pntificadas por Western blot ex oniendo la membrana a anticuerpos específicos frente a las subunidades 
39, 30, 20, 17, 15 y 8 kDa, así como fre D4 y ND4L del complejo I, a las nte a las subunidades ND1, ND2, N
subunidades Core 2 y FeS del complejo III  y a la subunidad COX1 del complejo IV.  Experimento 
representativo que fue repetido en tres ocasiones. 
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6.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina previene la 
aparición de lesiones hepáticas de esteatohepatitis y las 
alteraciones funcionales mitocondriales. 
 
 
6.1.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina previene 
la nitración en 3-tirosina de las proteínas hepáticas. 
Como muestra la figura 36a, el tratamiento de los ratones ob/ob con 10 
mg/Kg/día de melatonina por vía peritoneal durante 12 semanas impide que las 
proteínas hepáticas y mitocondriales sufran la nitración en 3-tirosina. Como se 
puede reconocer en esta figura, la inmunofluorescencia del hígado de estos 
animales ob/ob así tratados se situaba en niveles similares a los de los animales 
delgados. Igualmente, la nitración de las proteínas mitocondriales era 
llamativamente menor en los ratones tratados con melatonina que en los ob/ob no 
tratados (Fig. 36b). 
 
Figura 36a. El tratamiento de los ratones ob/ob con 10 mg/Kg/día de Melatonina impide la nitración en 
3-tirosin páticas. Cortes histológicos en parafina de hígado de ratones controles y a de las proteínas he
ob/ob uero salino o con 10 mg/Kg/día de melatonina por vía peritoneal fueron  tratados con 500 μL de s
desparaf nti-3-nitrotirosina y posteriormente con el anticuerpos secundario anti-ratón inados e incubados con a
IgG FITC. 
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Figura 36b. El tratamiento de los ratones ob/ob con 10 mg/Kg/día de melatonina disminuye la nitración 
en 3-tirosina de las proteínas mitocondriales. Cincuenta microgramos de proteínas mitocondriales fueron 
separadas en un gel BN-PAGE según la técnica descrita en “Métodos”. Estas proteínas procedían del hígado 
de ratones delgados (Ctr), ob/ob tratados con 500 μl de suero salino y de ob/ob tratados con 10 mg/Kg/día de 
melatonina, Como se describe en “Material y Métodos” estos tratamientos se hicieron por vía peritoneal 
durante 12 semanas. La identificación de las proteínas mitocondriales nitradas en 3-tirosina se hizo 
exponiendo la membrana de difluoruro de polivinilo a anti-3-nitrotirosina.  
 
6.2.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina 
isminuye el estrés oxidativo del hígado. d
El tratamiento de los ratones ob/ob con 10 mg diarios de melatonina/Kg 
de peso durante 12 semanas por vía peritoneal normalizó tanto las 
traciones de TBARS como las de glutatión reducido mitocondriaconcen l y 
citoplásmico (Fig. 37). 
. 
Figura 37. El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina evita el estrés oxidativo existente en el 
hígado de esos ratones. Se determinaron las concentraciones hepáticas de sustancias reactivas con el 
ácido tiobarbitúrico (TBARS) y las de glutatión reducido, citoplásmico y mitocondrial, en los ratones delgados 
(Ctr) y ob/ob tratados con 500 μL de suero salino (ob/ob) o con 10 mg/Kg/día de Melatonina. Los valores 
están representados como media ± SD.   
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 6.3.- El tratamiento con melatonina de los ratones ob/ob evita la 
pérdida de actividad de los complejos de la CRM. 
En los ratones ob/ob tratados durante 12 semanas con 10 mg/Kg/día de 
melatonina, la actividad enzimática de los complejos de la CRM se mantuvo en 
niveles no diferentes significativamente de los hallados en los ratones delgados. 
En la figura 38 se puede comprobar que la actividad de todos los complejos era 
significativamente superior en los ratones ob/ob tratados con melatonina que en 
los ob/ob tratados con suero salino. La actividad del complejo I en los ratones 
tratados con melatonina fue idéntica a la actividad de ese complejo en los ratones 
delgados. La actividad de los restantes complejos ascendió significativamente y 
aun as 
en
que no alcanzó la actividad existente en los ratones delgados las diferenci
tre ellos no era significativa. 
 
Figura 38. Efecto de la melatonina sobre la actividad de la CRM en ratones ob/ob. La actividad 
enzimática de los complejos la expresamos en forma de porcentaje de esa actividad en ratones controles 
delgados.  NS, no significativo;  (***), p<0.001 vs. ratones delgados. (c), p<0.001 vs. ratones ob/ob. 
 
6.4.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina aumenta 
la cuantía de los complejos de la CRM completamente 
ensamblados. 
El estudio del grado de ensamblaje de los complejos tras el tratamiento 
de los ratones ob/ob durante 12 semanas con 10 mg/Kg/día de melatonina mostró 
que los cambios existentes en los ratones ob/ob no tratados habían desaparecido. 
La intensidad de las bandas originadas por los complejos I, III y IV era idéntica a 
la existente en los ratones delgados. No se reconocía la presencia de los 
subcomplejos situados entre los complejos II y IV (a) y por debajo del complejo II 
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(b), el complejo II volvía a tener el espesor del mismo complejo en los ratones 
delgados y, por último, tampoco se reconocía la señal que en los ratones ob/ob no 
tratados aparecía en el frente del recorrido de la electroforesis de muy bajo peso 
molecular (c). 
 
Figura 39. El ensamblaje de los complejos de la CRM se normaliza cuando los ratones ob/ob son 
tratados durante 12 semanas con melatonina. Cincuenta microgramos de proteínas mitocondriales fueron 
separadas en un gel BN-PAGE según la técnica descrita en “Material y Métodos”. Estas proteínas procedían 
del hígado de ratones delgados (Ctr), ob/ob tratados con 500 μl de suero salin (ob) y de ob/ob tratados con o 
10 mg/Kg/día de melatonina, Como se describe en “Material y Métodos” estos tratamientos se hicieron por vía 
peritoneal durante 12 semanas. La identificación de los complejos fue realizada utilizando anticuerpos 
específicos contra la subunidad NDUFA9 del complejo I, la subunidad 70 del complejo II, la subunidad core 2 
del complejo III, la subunidad COX 1 del complejo IV y la subunidad alfa del complejo V. 
 
.5.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina6  
normaliza las subunidades de los complejos de la CRM. 
Cuando separamos las diferentes subunidades del complejo I en un gel 
SDS-PAGE de segunda dimensión comprobamos también que todos los cambios 
existentes en los ratones ob/ob habían desaparecido. En efecto, la intensidad de 
la señal formada por las subunidades del complejo I estudiadas era similar a la 
existente en los ratones delgados que tomamos como controles, muy superiores a 
l  
trat un 
defecto en el ensamblaje de este complejo o de su degradación. Las subunidades 
subcomplej
perfect
as señales formadas por esas mismas subunidades en los ratones ob/ob no
ados. Además, en estos ratones no encontramos cambios sugerentes de 
39 y 17 kDa, que en los ratones obesos no tratados aparecían en tres 
os diferentes, en los tratados aparecían formando un solo complejo 
amente ensamblado (Fig. 40). 
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Figur 40.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina normaliza las subunidades del a 
complejo I. Cincuenta microgramos de proteínas mitocondriales extraídas de ratones delgados (Ctr) u 
obesos tratados con 500 μL de suero salino (ob) o con 10 mg/Kg/día de melatonina (ob MLT) durante 12 
semanas por vía intraperitoneal fueron separados en una primera dimensión en una BN-PAGE y en la 
segunda dimensión  como se describe en la figura 14.   –veces, indica la cuantía de subunidad en los ratones 
ob/ob tratados en relación con los controles delgados.  
 
6.6.- En los ratones ob/ob tratados con melatonina la expresión 
genética de las subunidades de codificación nuclear y 
mitocondrial es normal. 
Con el fin de conocer si el tratamiento con melatonina mejora la expresión 
genética de las subunidades codificadas por el ADNmt, que como hemos visto 
más arriba está muy alterada en los ratones obesos, tratamos a ratones ob/ob con 
10 mg/Kg/día de melatonina inyectada por vía intraperitoneal y en el tejido 
h  
c  
ADNmt , ND2, ND4, ND4L). Para ello, como describimos en el apartado de 
“Métodos”, determinamos los niveles de ARNm en el tejido hepático de tres 
revela 
es norm ifica poco con el tratamiento (Fig. 41A). 
Por el 
epático determinamos la expresión genética de dos grupos de genes, unos
odificados por el ADN nuclear (NDUFA9, NDUFB6, NDUFS3) y otros por el
(ND1
grupos de ratones, controles, ob/ob y ob/ob tratados con melatonina. Este estudio 
que la expresión genética de las subunidades de codificación nuclear, que 
al en los ratones ob/ob, se mod
contrario, la expresión genética de las subunidades codificadas por el 
ADNmt, que está muy baja en los ratones obesos, se normaliza en los ratones 
tratados (Fig. 41B). Esta normalización de la expresión genética de las 
subunidades codificadas por el ADNmt se acompañó de una mejoría significativa 
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del daño oxidativo al ADNmt. En efecto, las concentraciones del 8OHdG en el 
ADNmt descendieron de forma significativa a niveles que no se diferenciaban de 
forma significativa de las existentes en los ratones delgados (Fig. 41C).   
 
Figura 41A y 41B. La expresión de los genes mitocondriales permanece normal en los ratones ob/ob 
tratados con melatonina.  Tasas de expresión genética de proteínas mitocondriales representativas de las 
codificadas por genes nucleares (A) o mitocondriales (B) en el hígado de ratones delgados (Ctr), ob/ob 
tratados durante 12 semanas con 500 μL de suero salino (ob) y ob/ob tratados con 10 mg/Kg/día de 
melatonina. El ARN mensajero (ARNm) de las subunidades del complejo I fue analizado mediante PCR 
cuantitativa a tiempo real según la técnica descrita en “Material y Métodos”. NS, diferencias no significativa; 
**, p<0.01. 
  
Figura 41C.  El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina evita el daño oxidativo del ADMmt en 
los ratones ob/ob. El contenido hepático de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-HOdG) fue determinado en 10 
ratones delgados, en 10 ratones ob/ob y en 6 ratones ob/ob tratados con 10 mg/Kg/día de melatonina 
intraperitoneal según la técnica  descrita en “Material y Métodos”. 
 
6.7. La melatonina previene la aparición de lesiones de 
esteatohepatitis en los ratones ob/ob. 
Como se describió más arriba, el parénquima hepático de los ratones 
ob/ob presentaba una intensa esteatosis que comprometía al 75% de los 
hepatocitos y que predominantemente (40%) era de tipo microvesicular (Fig. 4 y 
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42). Junto a ello, se observaba algún foco de células mononucleares dispersas 
por el parénquima y en los espacios porta (Fig. 4f), así como ocasional hialina de 
allory.  
En los ratones ob/ob tratados con 10 mg/Kg/día de melatonina por vía 
ritoneal durante 12 semanas, el estudio histológico del hígado mostró cambios 
ínimos. En tres de los seis ratones la histología hepática era completamente 
rmal, en dos existía ligera degeneración hidrópica en la zona 3 y en uno existía 
difusa y algún fenómeno apoptótico aislado 
n preferencia por una zona concreta del lobulillo. No existían fenómenos 
inflamatorios, esteatosis ni fibrosis (Fig. 42).  
 
M
pe
m
no
una mínima esteatosis microvesicular 
si
 
Figura 42. Efecto del tratamiento de los ratones ob/ob con 10 mg/g/día de melatonina i.p. 
durante tres meses. a – c, ratones ob/ob tratados con 500 μL de suero salino por vía peritoneal durante 12 
semanas; d – f, ratones ob/ob tratados con 10 mg/Kg/día de melatonina por vía peritoneal durante el mismo 
tiempo.   H&E X100 (a,d); x200 (b,e), x400 (c,f). 
 
6.8.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina 
disminuye el contenido hepático en triglicéridos y las tasas 
séricas de transaminasas. 
 El efecto beneficioso observado con la melatonina sobre la histología 
hepática fue ratificado por los estudios de la concentración de triglicéridos en el 
hígado y por las tasas de transaminasas séricas. Como muestra la figura 43, la 
concentración de triglicéridos en el hígado descendió de forma significativa en los 
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ratones sometidos al tratamiento con melatonina desde 66,6±11,6 mg/g de tejido 
hepático en los ratones ob/ob hasta 22,19±4,3 mg/g en los ob/ob tratados con 
melatonina (p<0.001). Igualmente, las transaminasas séricas descendieron muy 
significativamente y se aproximaron a las existentes en los ratones delgados, 
controles.  
 
 
Figura 43.- El tratamiento de los ratones ob/ob con melatonina disminuye el contenido hepático en 
triglicéridos y las tasas séricas de transaminasas. Las tasas de AST y ALT séricas fueron determinadas 
mediante autoanalizador y el contenido hepático en triglicéridos fue determinado siguiendo el procedimiento 
descrito en “Material y Métodos”. Ctr, ratones delgados; ob, ratones ob/ob tratados con 500 μL de suero 
salino; ob MT, ratones ob/ob tratados durante 12 semanas con 10 mg/Kg/día por vía peritoneal. (a), p<0.05; 
(b), p<0.01; (c), p<0.001 vs. ratones controles; ***, p<0.001 vs. ratones ob/ob tratados con suero. 
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El presente estudio confirma que el hígado de los ratones ob/ob 
empleados en esta investigación presentaban lesiones de EGHNA y que la 
actividad enzimática de los complejos de la CRM y el consumo mitocondrial de 
oxígeno se encontraban muy reducidos. Como muestra la figura 6, la actividad de 
la CRM oscilaba entre el 70% de la actividad en los ratones delgados del complejo 
I y el 43% de la actividad del III. Igualmente, el consumo de oxígeno estaba 
reducido al 57%. Estos resultados son concordantes con los que García-Ruiz et 
al. hallaron en otro grupo de ratones ob/ob (122) y con lo que Pérez-Carreras et 
al. encontraron en pacientes diagnosticados de EHNA (115).  
Con el fin de profundizar en el conocimiento de los mecanismos por los 
que en los pacientes con EHNA y en ratones ob/ob la actividad de la CRM está 
disminuida, estudiamos el grado de ensamblaje de los complejos mitocondriales 
recurriendo a técnicas proteómicas, en concreto, a la electroforesis en gel de 
gradiente de acrilamida en condiciones en las que los complejos no han sido 
disociados en sus múltiples péptidos. Es lo que Schägger y von Jagow 
denominaron “Blue Native Electrophoresis” (BN-PAGE) (293). De esta forma, 
mostramos que la cuantía de todos los complejos de la CRM de los ratones ob/ob 
se encontraba llamativamente disminuida (Fig. 7), lo cual es suficiente para 
justificar que la actividad de esas enzimas se encuentre reducida en estos 
animales y, presumiblemente, también en los pacientes con EHNA.  
Para conocer cómo se encontraban las subunidades que componen cada 
uno de los cinco complejos de la CRM, expusimos el gel de acrilamida en el que 
habíamos separado los complejos a una solución de 1% SDS/1% β-
mercaptoetanol (SDS/βME) durante una hora. En ese tiempo y por efecto del 
SDS/βME, las subunidades de los complejos se separan unas de otras y pueden 
ser analizadas individualmente. Para lograrlo, cada cinta del gel conteniendo los 
complejos ya desnaturalizados por el SDS/βME se sometió a una nueva 
electroforesis en segunda dimensión. De esta forma, todas las subunidades de 
todos los complejos quedan separadas y se pueden analizar por “Western blot” 
utilizando anticuerpos específicos para cada subunidad. Mediante esta 
electroforesis de segunda dimensión pudimos comprobar que la cuantía de todas 
las subunidades analizadas estaba también marcadamente disminuida en los 
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ratones obesos. Este descenso fue particularmente marcado en las subunidades 
codificadas por el ADNmt (Fig. 8). En efecto, mientras las subunidades 
codificadas por el ADN genómico estaban descendidas a aproximadamente el 
50% de la cuantía existente en los ratones delgados que tomamos como 
controles, las codificadas por el ADNmt lo estaban a aproximadamente el 17% de 
los controles. Este mayor descenso de las subunidades de codificación 
mitocondrial pudiera indicar que en su disminución participan mecanismos 
adicionales a los que intervienen en el descenso de las subunidades codificadas 
por el ADN genómico.  
La baja cuantía de los complejos de la CRM y de sus subunidades puede 
ser ocasionada por un descenso en la síntesis de sus componentes, por un 
defecto en el ensamblaje de esas subunidades para formar los complejos, por 
una menor estabilidad de los complejos o de sus subunidades y en 
consecuencia por su degradación y, finalmente, por una combinación de los 
mecanismos anteriores.  
Un descenso de la síntesis de las proteínas y péptidos que componen 
los complejos de la CRM pudiera justificar que la cuantía de los complejos y de 
sus componentes esté disminuida. El complejo I de la CRM, el primero y más 
complicado de todos ellos, está constituido por 46 péptidos diferentes, 39 de ellos 
están codificados por el ADN genómico y los siete restantes (ND1, ND2, ND3, 
ND4, ND4L, ND5, ND6) por el ADNmt. El ADNmt consiste en una doble cadena 
de ADN de unos 16,500 pares de bases que son traducidos por los ribosomas 
mitocondriales. La expresión de estos genes está determinada por el número de 
copias de ADNmt (294). Por ello, cuando el número de estas copias disminuye, 
también lo hace el número de las correspondientes proteínas. Con el fin de 
conocer si el descenso de esos complejos en los ratones obesos se debe a una 
disminución en la síntesis de las subunidades que los componen, determinamos 
la expresión genética de algunos componentes representativos del complejo I 
mediante RT-PCR. Este estudio mostró claramente que la expresión genética de 
las subunidades codificadas por el ADNmt (ND1, ND2, ND4, ND4L) estaba en los 
ratones ob/ob disminuida al 30% del nivel existente en los ratones delgados (Fig. 
9B). Por el contrario, la expresión genética de las subunidades codificadas por el 
ADNn (NDUFA9, NDUFB6, NDUFS3) se encontraba normal, no diferente a la 
existente en los ratones delgados (Fig. 9A). Estos resultados pueden explicar que 
 100 
  Discusión 
la cuantía de las subunidades de codificación mitocondrial esté disminuida pero 
no que también lo esté la de las subunidades codificadas por el ADNn. Esto indica 
que algún otro factor, además de la síntesis reducida, debe estar interviniendo 
para justificar el descenso de las subunidades de los complejos mitocondriales. El 
hecho de que las subunidades codificadas por el ADNmt estén mucho más 
descendidas que las de codificación nuclear permite suponer que en el descenso 
de las últimas interviene un factor mientras que en el descenso de las primeras 
probablemente se suman más de un factor. No existen estudios previos que 
hayan analizado la expresión genética de las proteínas mitocondriales en los 
pacientes con EHNA o en ratones ob/ob. Tan sólo  contamos con un breve 
estudio de Haque et al., publicado en forma de resumen, en el que mostraban que 
la expresión de la subunidad COX-II del complejo IV, codificada por el ADNmt, 
estaba disminuida en los pacientes con EHNA, mientras que la expresión de la 
subunidad COX-IV, de codificación nuclear, era normal (295).  
El estrés oxidativo a través de las ROS puede justificar que la síntesis 
proteica esté disminuida, ya que esas sustancias pueden fragmentar al ADN y 
oxidar a sus bases lo que causa depleción de ADN, preferentemente mitocondrial 
(296, 297), y, con ello, detener o interferir con la síntesis de polipéptidos de la 
CRM codificados por el ADNmt, tales como el ND1 o las COX-I, COX-II y COX-III 
y provocar esteatosis hepática (298). Con el fin de comprobar si realmente el ADN 
de los ratones obesos está sufriendo daño oxidativo, determinamos las 
concentraciones de 8-OHdG, un marcador de daño oxidativo del ADN (299) en los 
núcleos y mitocondrias de esos animales. Este estudio mostró que el 8-OHdG 
estaba significativamente aumentado en el ADNmt pero no en el ADNn (Fig. 10). 
El ADNmt está localizado en la matriz mitocondrial, próximo a la CRM donde se 
genera la mayoría de los ROS. Por ello, el ADNmt está más expuesto a las ROS 
que el ADNn (300). Además, el ADNmt carece de histonas protectoras frente a las 
ROS y los sistemas de reparación mitocondrial del ADN son menos eficaces que 
los existentes en el ADN genómico (301). Consecuencia de esta agresión 
oxidativa, en el ADNmt se van acumulando lesiones que pueden reducir la 
síntesis de los péptidos de la CRM codificados por este ADN (302). Nuestro 
estudio muestra que en el hígado de los ratones ob/ob existe estrés oxidativo y 
que éste es responsable del descenso de las subunidades de codificación 
mitocondrial, ya que al tratar durante tres meses a los ratones obesos con dosis 
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antioxidantes de MnTBAP, no sólo se normaliza la cuantía de los complejos (Fig. 
13) y de sus componentes (Fig. 14), sino también de todas las subunidades 
estudiadas, principalmente de las codificadas por el ADNmt (Fig. 15). El MnTBAP 
es un análogo de la superóxido dismutasa mitocondrial que transforma al radical 
hidroxilo (OH—) en peróxido de hidrógeno (H2O2). García-Ruiz et al. (122) 
mostraron que este análogo de la superóxido dismutasa no sólo mejoraba la 
actividad de la CRM sino que también reducía la gravedad de las lesiones 
hepáticas de EHNA, lo que apoya el papel decisivo que tiene la disfunción 
mitocondrial en la patogenia de la EHNA.  
Con independencia del papel que puedan jugar las ROS, también las RNS 
parecen participar en la lesión del ADN, ya que en los ratones ob/ob tratados con 
ácido úrico la expresión genética de las proteínas de la CRM se normaliza (Fig. 
24). A favor del papel que puedan jugar las RNS, algunos autores han mostrado 
que la exposición de las células al peroxinitrito da lugar a un descenso del ARN 
mitocondrial (303, 304). De hecho, el peroxinitrito puede lesionar al ADN mediante 
la desaminación y nitración de la guanina (305, 306). 
.Otro mecanismo por el que puede estar disminuida la cuantía de los 
complejos de la CRM es por un defecto en el proceso de ensamblaje de sus 
diferen
componentes. No se conoce bien cómo se produce el ensamblaje de los 
tes componentes de los complejos. La mayoría de los datos de que 
disponemos proceden de estudios realizados en el hongo Neurospora crassa, 
cuyo complejo I consta de 35 subunidades (307). Por ello sabemos que antes de 
producirse el ensamblaje del complejo I, se forman diversos intermediarios por la 
sucesiva unión de las diferentes subunidades que forman la porción membranosa 
y periférica de este complejo (308) (Fig. 44). En el hombre, es probable que el 
proceso no sea igual. Así, el estudio de este proceso en células humanas ha 
mostrado que el ensamblaje del complejo I se inicia con la formación de varios 
subcomplejos independientes tras la agregación de diferentes subunidades. Uno 
de estos subcomplejos, correspondiente a la rama periférica del complejo I, se 
forma por la unión de la subunidad 30 kDa con la 45 kDa y a continuación con la 
39 kDa, 18 kDa y 24 kDa. El segundo subcomplejo intermedio de la porción 
membranosa del complejo I contiene la subunidad B17 a la que se agregan las 
subunidades ND1, ND6 y PSST. Estos dos subcomplejos, membranoso y 
periférico, terminan por unirse y al resultante siguen fijándose otras subunidades 
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hasta formar el complejo de 950 kDa que migra en la electroforesis muy próximo 
al complejo I completamente ensamblado. La diferencia entre este último y su 
precursor de 950 kDa se debe probablemente a cambios en su conformación 
molecular (309, 310). Cuando este proceso de ensamblaje falla, junto a la marca 
originada por el complejo totalmente ensamblado aparecen otras de menor peso 
molecular que corresponden a los subcomplejos que no han terminado por unirse. 
Este patrón de subcomplejos de menor peso molecular lo reconocemos en los 
ratones ob/ob cuando las proteínas de la CRM las separamos en una primera 
dimensión (Fig. 7), pero, sobre todo, en la electroforesis de segunda dimensión 
(Fig. 8). En efecto, en la electroforesis de primera dimensión encontramos que las 
bandas correspondientes a los complejos I, III, IV y V están disminuidas de 
intensidad, pero por debajo de ellas se aprecian otras bandas anchas de menor 
peso molecular que deben corresponder a subcomplejos no ensamblados con la 
porción principal. Esto es particularmente evidente en el caso de la banda situada 
entre los complejos IV y II, no existente en los ratones delgados. El complejo II de 
los ratones ob/ob tiene una anchura superior a la homóloga en ratones controles, 
lo que probablemente se debe a que existen subcomplejos que tienen un peso 
molecular similar al del complejo II.  El análisis de las subunidades de los 
complejos I y III demuestra cambios debidos al defecto en el ensamblaje de estos 
complejos (Fig. 8). Así, la subunidad 39 la vemos repartida entre tres 
subcomplejos; uno situado a 980 kDa, otro a unos 500 kDa y un tercero a unos 
140 kDa. La subunidad 17 kDa la vemos también en tres subcomplejos de 980, 
500 y 200 kDa. La subunidad FeS del complejo III muestra también su presencia 
en dos subcomplejos principales, a 500 y 50 kDa, pero entre ambos aparece una 
estela mal definida que no llega a formar complejos. Por ello, podemos concluir 
que, además de la menor síntesis de los péptidos de codificación por el ADNmt, 
en la disminución de los complejos observados en la electroforesis de primera 
dimensión participa también un defecto en el ensamblaje de los subcomplejos 
para formar el complejo final totalmente ensamblado y funcionante.   
El porqué de este defecto en el ensamblaje de los complejos es difícil de 
explicar, ya que es poco lo que se sabe sobre los factores que participan en este 
proceso. No obstante, se sabe que algunas de las subunidades codificadas por el 
ADNmt, las subunidades ND, son necesarias para que el ensamblaje se produzca 
correctamente. Por ejemplo, se sabe que la ausencia de las subunidades ND1 y 
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ND6 se sigue de una disminución del complejo I completamente ensamblado y de 
la aparición de subcomplejos de 160-210 kDa. Lo mismo ocurre cuando faltan 
otras subunidades ND, por ejemplo, las subunidades ND2, ND3, ND4 o ND4/ND6 
(309, 311 – 314). Por ello, es posible que en los ratones ob/ob, en los que la 
síntesis de las subunidades de codificación por el ADNmt está disminuida por la 
alteración del ADNmt inducido por el estrés oxidativo, la carencia de estas 
subunidades sea la responsable de que el ensamblaje de los complejos no se 
realice correctamente y, en consecuencia, que la actividad enzimática esté 
disminuida. 
 
Figure 44. Propuesta de modelo de ensamblaje del complejo I humano según Ugalde C et al. (307) 
La tercera opción por la que los complejos de la CRM pudieran estar 
disminuidos es porque su degradación esté aumentada. Este mecanismo puede 
justificar, no sólo que estén bajas las subunidades codificadas por el ADNmt sino 
también la reducción en las subunidades codificadas por el ADN genómico, cuya 
síntesis es normal. El hecho de que las subunidades codificadas por el ADNmt 
estén descendidas significativamente más que las codificadas por el ADN 
genómico pudiera explicarse porque mientras en el descenso de estas últimas 
interviene sólo un mecanismo –degradación– en el descenso de las primeras 
intervendrían más de uno –degradación y baja síntesis–. El análisis de las 
subunidades de los complejos muestra algunos cambios que sugieren la 
degradación de las proteínas de la CRM. Por ejemplo, la morfología de las 
subunidades del complejo III, core 2 y FeS, así lo sugiere. En los ratones ob/ob, el 
núcleo principal de la subunidad core 2 va seguida de una cola hacia la derecha, 
de menor peso molecular, que no llega a formar ningún subcomplejo y que está 
formada por escasas cuantías de fragmentos del complejo III reactivo con el 
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anticuerpo anti-Core 2. Lo mismo ocurre con la subunidad FeS que se reparte en 
dos fracciones, una situada donde lo hace el complejo III, 500 kDa, y otra casi en 
el frente del recorrido de la electroforesis. Entre ambas se sitúa una estela de 
fragmentos reactivos con el anticuerpo anti-FeS que no llegan a formar 
subcomplejos. También la subunidad 39 kDa del complejo I muestra, además de 
los tres 
erna de las mitocondrias, donde se une directamente a 
proteína
, el descenso de los niveles de 
prohibitina en los ratones ob/ob pudiera favorecer la degradación de los 
component
núcleos principales ya descritos, una estela que prolonga el subcomplejo 
de menor tamaño hacia la derecha. Esta estela debe ser originada por los 
pequeños fragmentos que siguen a la degradación del complejo. 
Se han reconocidos varios factores que están implicados en la 
estabilización del complejo I. Entre estos figura la prohibitina (315), el complejo III 
(310, 316) y las proteínas NDUFAF1 (317) y B17.2 (318).  La prohibitina es un 
miembro de una familia de proteínas altamente conservadas que se encuentra 
anclada a la membrana int
s mitocondriales recién sintetizadas, incluidas las subunidades de los 
complejos (315, 319, 320), a las que estabiliza contra la degradación por las 
metaloproteasas AAA de las membranas (321 – 324).  La delección de los genes 
que codifican a la prohibitina se sigue de la degradación acelerada de las 
proteínas de membrana por las proteasas AAA (322), mientras que la 
sobreexpresión de prohibitina provoca lo contrario, es decir, estabiliza a los 
péptidos contra su degradación (323). Considerando el papel protector que tiene 
la prohibitina contra la degradación de los complejos, medimos los niveles de 
prohibitina existentes en el hígado de los ratones ob/ob y comprobamos que la 
prohibitina está marcadamente disminuida en esos ratones en relación con la 
existente en los ratones delgados. Estos resultados son concordantes con los 
publicados por otros autores (325, 326). Por ello
es de los complejos y, en consecuencia, la disminución de la cuantía 
de las subunidades que forman los complejos de la CRM. No conocemos la causa 
de ese descenso de los niveles de prohibitina en el hígado de los ratones ob/ob; 
sin embargo, considerando que sus niveles se recuperan en los ratones 
sometidos a tratamiento con ácido úrico o MnTBAP, es muy probable que ese 
defecto esté relacionado también con el estrés oxidativo y con el aumento de 
formación de anión peroxinitrito en los ratones obesos.  De hecho, la prohibitina 
es una proteína que puede ser también nitrada y sufrir las consecuencias de su 
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nitración, incluida su degradación (327). Nuestro estudio muestra que la 
prohibitina de las mitocondrias de los ratones ob/ob está nitrada y degradada en 
moléculas de bajo peso molecular.  También la proteína B17.2, protectora de los 
complejos mitocondriales, puede ser modificada por el peroxinitrito (286).  
Otro factor que protege a los complejos de su degradación, en especial al 
complejo I, es el complejo III (310, 316). Nuestro estudio muestra que la señal 
electroforética originada por el complejo III estaba también reducida de espesor y 
el análisis de sus subunidades mostraba signos de un acoplamiento incompleto y 
de degradación. El tratamiento de los ratones ob/ob con ácido úrico o con 
MnTBAP normalizó la cuantía del complejo III (Fig. 22) lo que sugiere que en el 
descenso de este complejo también interviene el estrés oxidativo y el peroxinitrito. 
En un estudio previo de nuestro grupo, se sugirió que la disfunción de la 
CRM y las lesiones hepáticas que existían en los pacientes con EHNA y en los 
ratones obesos, ob/ob, probablemente se debían a los efectos del peroxinitrito o 
de algún radical derivado de él sobre las proteínas mitocondriales. El peroxinitrito 
es un agente oxidante y nitrante que reacciona con gran número de moléculas, 
incluidos lípidos, proteínas, hidratos de carbono y ADN (240). Sobre las proteínas 
reaccionan con los grupos fenólicos, en especial con la tirosina para formar 3-
nitrotirosina (328). Por este medio, multitud de enzimas y proteínas celulares 
estructurales son alteradas y pierden total o parcialmente su actividad. Por ello, se 
considera que el peroxinitrito juega un papel importante en multitud de procesos 
patológicos. De hecho, proteínas nitradas en 3-tirosina se encuentran en al menos 
80 enfermedades diferentes, incluidas lesiones arterioescleróticas, inflamatorias, 
neurológicas y, como vemos en este estudio, también en la EHNA (143, 329 – 
331). La sospecha del papel del peroxinitrito en la hipoactividad de la CRM se 
basó en una serie de observaciones que quedaron recogidas en el artículo de 
García-Ruiz I et al. (122). En él se mostró que el hígado de los ratones obesos, 
ob/ob, presentaba una intensa nitración en 3-tirosina de las proteínas hepáticas, 
incluidas las mitocondriales y las de la CRM. Además, el tratamiento de los 
ratones ob/ob con 20 mg/día de ácido úrico durante 12 semanas mejoraba la 
actividad de la CRM, principalmente la de los complejos I y V, que se 
normalizaban, y la de los complejos II y III, pero no la del complejo IV. Se 
considera que el ácido úrico es un potente eliminador natural del peroxinitrito y de 
otros derivados reactivos del peroxinitrito (217, 218). Este ácido se une al 
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peroxinitrito dando lugar a uratos nitrados inactivos (332). Se ha demostrado que 
el ácido úrico inhibe la formación de proteínas nitradas en 3-tirosina y previene la 
aparición y progresión de las lesiones neurológicas que surgen en el curso de 
modelos experimentales de encefalitis en los que se ha demostrado que el 
peroxinitrit   o juega un papel patogénico decisivo (151, 215, 333).
Las mitocondrias son diana del peroxinitrito. Éste puede difundir desde el 
citoplasma o se puede formar dentro de ellas (334, 335). Se ha comprobado que 
numerosas enzimas mitocondriales pueden ser nitradas en 3-tirosina y 
posteriormente inactivadas. Por ejemplo, la Mn-superóxido dismutasa, una enzima 
con un potente efecto antioxidante, es nitrada en Tyr34 e inactivada (336, 337). Lo 
mismo ocurre con la aconitasa, el canal de aniones dependiente del voltaje, la 
ATPasa, la succinil-CoA oxoácido-CoA transferasa (338, 339) y los complejos de 
la CRM (146, 340 – 345).  
En el presente estudio confirmamos que las proteínas hepáticas de los 
ratones ob/ob están intensamente nitradas en 3-tirosina (Figs. 16 y 17) y 
comprobamos que entre las proteína nitradas se encuentran algunas de la CRM 
(Fig. 18). Esta nitración parece poseer significación funcional ya que si se evita la 
nitración de las proteínas hepáticas (Figs. 19, 20), administrando ácido úrico a los 
ratones ob/ob durante 12 semanas, la actividad del los complejos de la CRM se 
mantiene en los niveles normales (Fig. 21). Además, como hemos dicho más 
arriba, el ácido úrico normalizó la cuantía de todos los complejos identificados en 
la BN-PAGE de primera dimensión y la de todas las subunidades del complejo I 
analizadas en la SDS-PAGE de segunda dimensión (Figs. 22 y 23). Todos estos 
hallazgos apoyan el papel que el peroxinitrito puede jugar en la patogenia de las 
alteraciones mitocondriales de los ratones ob/ob. 
Con el fin de reforzar el apoyo al papel del peroxinitrito en la patogenia de 
las alteraciones de la cadena respiratoria mitocondrial, expusimos “in vitro” 
proteínas mitocondriales extraídas de hígado de ratones delgados, normales, a 
los efectos de dosis crecientes de peroxinitrito. Como muestra la figura 25, el 
peroxinitrito provoca un aumento de la nitración de las proteínas cuya intensidad 
se relaciona con la dosis de peroxinitrito. Al determinar sus efectos sobre la 
actividad del complejo I de la CRM y sobre la respiración mitocondrial, vemos 
cómo estas actividades disminuyen a medida que aumenta la dosis de 
peroxinitrito (Figs. 26 y 27). Además, el peroxinitrito disminuye la cuantía del 
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complejo I en el BN-PAGE y determina la formación de subcomplejos y la 
aparición de una estela proteica reactiva con los anticuerpos frente a las proteínas 
del complejo I (Fig. 28). Finalmente, el peroxinitrito determinó que la cuantía de 
todas las subunidades analizadas disminuyera y que algunas de ellas se 
prolongaran hacia la derecha en forma de una estela de menor peso molecular 
correspondiente a productos de su degradación. Es decir, la exposición de las 
proteínas mitocondriales al peroxinitrito provoca en la CRM unos cambios 
funcionales y estructurales similares a los que se encuentran en los ratones ob/ob.  
Según la hipótesis formulada por nuestro grupo, el proceso que daría 
lugar a la formación del peroxinitrito se iniciaría con el aumento de TNFα en el 
hígado lo que determinaría el aumento en éste de la expresión de la iNOS y ello, 
la formación de peroxinitrito por la reacción del óxido nítrico con el anión 
superóxido (122). Es bien sabido que el TNFα es un potente inductor de NFκB, que 
la actividad de este factor de transcripción está muy aumentada en los ratones ob/ob 
(119) y que el gen de la iNOS figura entre los que responden al NFκB (140). 
Además, el TNFα interfiere con la función de la CRM, dificultando el flujo de 
electrones a través de los complejos I y III (133, 134) por lo que aumenta la 
formación de anión superóxido. En el estudio previamente mencionado, nuestro 
grupo demostró que las tasas de TNFα en el hígado estaban aumentadas más de 8 
veces y que cuando los ratones eran tratados durante tres meses con anti-TNFα, la 
actividad de la iNOS disminuía, la nitración de las proteínas hepáticas se 
normalizaba, la actividad de los complejos aumentaba de forma llamativa y las 
lesiones
libres, cuyas tasas en sangre e hígado están muy elevadas en los pacientes con 
 histológicas de EHNA desaparecían. Concordantes con estos resultados 
están los de Li et al. quienes encontraron que las tasas de TNFα-mRNA están muy 
aumentadas en el hígado de los ratones ob/ob (119). Igualmente, las tasas séricas 
de TNFα se encuentran muy elevadas en los pacientes con EHNA (115, 346) y se 
correlacionan de forma negativa con la actividad de la CRM (115). Igualmente 
concordante con esta hipótesis son los resultados del estudio de Laurent et al. (98) 
quienes mostraron que en el hígado de los ratones ob/ob las concentraciones de 
nitratos y nitritos estaban muy elevadas.  El origen del TNFα en el hígado de esos 
ratones no la hemos investigado en estos estudios, si bien se acepta que el tejido 
adiposo abdominal, los hepatocitos y las células de Kupffer son fuentes importantes 
de TNFα (138, 139).  Diversos estudios han demostrado  que los ácidos grasos 
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hígado graso, son capaces de aumentar la expresión del TNFα en los hepatocitos 
(347) y en las células adiposas (348). Por todo ello, es probable que la obesidad 
abdominal sea una de las fuentes de TNFα y de ácidos grasos que llegan al hígado 
por la porta y provocan en él sus efectos. 
Se conoce muy poco sobre los mecanismos por los que el peroxinitrito 
provoca las alteraciones moleculares que hemos mencionado, pero es muy 
probab
ción (338, 342). El citocromo c, 
enzim
le que esas alteraciones se produzcan por oxidación y nitración de esas 
moléculas. En efecto, el peroxinitrito puede oxidar a los ácidos grasos insaturados 
dando lugar a la formación de TBARS y dienos conjugados (349). Igualmente, 
puede oxidar a diversos antioxidantes y, con ello, eliminar algunos de los 
mecanismos defensivos que las células disponen frente al estrés oxidativo. Entre 
estos antioxidantes que pueden ser oxidados por el peroxinitrito figuran el 
glutatión, el ácido ascórbico y el α-tocoferol (350 – 352). Las proteínas, además 
de ser nitradas en los residuos de tirosina, pueden ser oxidadas por el peroxinitrito 
en los residuos de triptófano (286), metionina (353) y fenil-alanina (354) y sufrir su 
fragmentación (328). Estos efectos moleculares, además de la nitración de los 
residuos 3-tirosina, justifican que el peroxinitrito pueda inactivar la CRM. Por 
ejemplo, algunos han sugerido que el complejo I se inactiva, al menos en parte, 
por la oxidación de grupos tiónicos y la formación de derivados S-nitrotiólicos 
(341, 344, 355). Murray et al. analizaron los efectos del peroxinitrito sobre este 
complejo y comprobaron que provoca la nitración de 3-tirosina de las subunidades 
49 kDa, 17.2 kDa, B15 y B14, así como la oxidación de residuos de triptófano en 
las subunidades B17.2, 75 kDa, 51 kDa, 39 kDa, 30 kDa, 18 kDa, entre otras, del 
complejo I con la formación de N-formilkinurenina (286, 356). El complejo II se 
inactivaría también por la oxidación de grupos tiólicos esenciales de la succinato 
deshidrogenasa (357). Varias de las subunidades del complejo III también pueden 
ser nitradas en 3-tirosina por el peroxinitrito y con ello llegar a perder el 60% de su 
actividad enzimática (358). El complejo V, la ATPasa, posee también una tirosina 
esencial (Tyr368) para la función de este complejo que puede ser nitrada por el 
peroxinitrito y responsable de la pérdida de su fun
a también perteneciente a la CRM, contiene cuatro residuos de tirosina, dos 
de ellos muy próximos al grupo heme, que participan en la actividad redox del 
citocromo. El peroxinitrito provoca la nitración de una de esas tirosinas esenciales 
(Tyr67) y modifica sus propiedades fisiológicas y de transmisión de señal (359). No 
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hay unanimidad sobre los efectos del peroxinitrito sobre la citocromo c oxidasa 
(complejo IV), ya que si bien algunos autores encuentran que este anión puede 
inactivar a este complejo (360), otros creen que se trata de un complejo muy 
resistente a la oxidación y que, por el contrario, es capaz de descomponer el 
peroxinitrito a nitrito (361, 362). En cualquier caso, el óxido nítrico sí es capaz de 
unirse
 defecto en el 
ensam
 al complejo IV y bloquear el flujo de electrones y la respiración celular, lo 
que se traduce en una depleción celular de ATP (363). Además, el 
malondialdehído y el 4-hidroxinonenal, dos derivados de las peroxidaciones 
lipídicas, pueden inhibir el complejo IV mediante la formación de conjugados con 
este complejo enzimático (364, 365).  Tanto las ROS como los aldehídos 
formados en el curso de las lipoperoxidaciones pueden dañar al ADNmt. Sin 
embargo, mientras que las lesiones provocadas por las ROS son fácilmente 
reparables, no ocurre lo mismo con las provocadas por los aldehídos, ya que 
estos forman conjugados (“adducts”) con el ADN que favorecen el establecimiento 
de uniones cruzadas entre las cadenas de ADNmt que difícilmente pueden ser 
reparadas (366). La depleción del ADNmt inducido por las ROS puede afectar 
gravemente a la función mitocondrial y provocar esteatosis hepática (299). Esta 
depleción puede interferir con la síntesis de los complejos I, III, IV y V de la CRM, 
ya que el ADNmt codifica 13 polipéptidos de estos complejos. Además, el 4-
hidroxinonenal tiene especial tendencia a formar conjugados con la COX-IV del 
complejo IV de la CRM (365), lo cual aumenta su degeneración y puede contribuir 
a reducir los niveles de este complejo que hallamos en los ratones ob/ob. 
Por todo lo expuesto, podemos resumir que la actividad de la CRM está 
disminuida en los ratones ob/ob por estar reducida la cuantía de estos complejos 
enzimáticos. Este descenso tiene varios orígenes: a) la síntesis de las proteínas 
y péptidos de codificación mitocondrial está disminuida por lesión oxidativa y 
nitrogenada del ADNmt. El tratamiento de los ratones con el antioxidante MnTBAP 
y con el antiperoxinitrito ácido úrico normaliza la expresión genética de las 
proteínas codificadas por el ADNmt. b) Existe también un
blaje de los complejos reconocible por la presencia de subcomplejos en 
los geles BN-PAGE de primera dimensión  y SDS-PAGE de segunda dimensión. 
Este defecto también se corrige tratando a los ratones ob/ob con MnTBAP o ácido 
úrico. Por último, c) la degradación de las proteínas de los complejos está 
aumentada. Esto es reconocible por la presencia de estelas de bajo peso 
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molecular que prolongan hacia la derecha la marca formada por algunas 
subunidades de los complejos. Esta degradación se debe probablemente al efecto 
del peroxinitrito, ya que la exposición “in vitro” de las proteínas mitocondriales 
normales al peroxinitrito reproduce los cambios observados en las proteínas de 
los ratones ob/ob. En estos estudios “in vitro”, se pueden excluir los defectos en la 
síntesis de las subunidades y en el ensamblaje de los complejos.  
Ya hemos visto que el empleo de ácido úrico previene en los ratones 
obesos, las lesiones hepáticas que se encuentran en estos ratones. A pesar de 
que el ácido úrico es capaz de evitar las alteraciones funcionales y estructurales 
de la CRM que se encuentran en los ratones ob/ob y también de prevenir la 
aparición de lesiones hepáticas de EHNA, su administración al hombre la vemos 
problemática. Es obvio, que no podemos estar administrando al hombre 
continuamente ácido úrico o dietas que eleven sus niveles en sangre, ya que ello 
puede provocar otros efectos no deseados. Por esta razón, es necesario 
encontrar otras sustancias que posean capacidad antioxidante y neutralizante del 
anión peroxinitrito. Entre ellas destaca la melatonina. Como se ha comentado en 
la introducción a este trabajo, se trata de una molécula que tiene las dos 
propiedades que hemos mencionado y, además, es un agente que puede ser 
empleado en el hombre y está ya siendo utilizado en diversas situaciones 
patológicas, en especial en el insomnio y en la depresión. Por todo lo referido nos 
encontramos ante una sustancia natural con múltiples efectos beneficiosos para el 
organismo. Por ello, quisimos saber si la melatonina era capaz también de evitar 
las alteraciones funcionales y estructurales existentes en la CRM de los ratones 
ob/ob. Para ello realizamos dos grupos de experimentos, los primeros “in vitro” 
destinados a comprobar que, en efecto, la melatonina previene las alteraciones 
que el peroxinitrito provoca sobre las proteínas de la membrana mitocondrial y de 
la CRM. Los últimos los realizamos “in vivo” administrando a ratones ob/ob la 
melatonina por vía intraperitoneal con la esperanza de que esos animales no 
desarrollaran las alteraciones mitocondriales y las lesiones hepáticas que 
encontramos en los animales obesos no tratados. 
Los experimentos “in vitro” nos confirmaron que la incubación de proteínas 
mitocondriales aisladas de ratones delgados con 2 o 3 mM, como concentración 
final, de melatonina evitaba que la posterior exposición de esas proteínas a una 
solución 10 o 20 μM de peroxinitrito se siguiera de una disminución del consumo 
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mitocondrial de oxígeno (Fig. 33), de un descenso de la actividad de la CRM 
(Figs. 31 y 32), de una interferencia con el ensamblaje de los complejos (Fig. 35) 
o de la degradación de sus subunidades (Fig. 35).  Es decir, estos experimentos 
“in vitro” demostraron el efecto protector de la melatonina sobre los efectos 
destructivos del peroxinitrito sobre los complejos de la CRM. 
l segundo grupo de experimentos los realizamos en tres grupos de 
ratones; el primero incluía 10 ratones delgados normales que tomamos como 
controles, el segundo a otros 10 ratones ob/ob que fueron tratados durante 12 
semanas con 500 μL de suero salino intraperitoneal y el tercero, a seis ratones 
ob/ob que fueron tratados durante el mismo tiempo por vía intraperitoneal con 10 
mg/Kg/día de melatonina. Los resultados obtenidos demuestran claramente que el 
tratamiento con melatonina previene las alteraciones hepáticas que se encuentran 
en los ratones ob/ob. En efecto, mediante técnicas de inmunofluorescencia 
mostramos que la gran fluorescencia provocada por las proteínas nitradas en 3-
tirosina  los ratones ob/ob desaparecía por completo 
en los mismos ratones cuando eran tratados con melatonina (Fig. 38a) y que esto 
mismo se comprobaba en la nitración de las proteínas mitocondriales separadas 
por “Western blot” en los tres grupos de animales (Fig. 38b). Estos estudios nos 
confirmaron que la dosis de 10 mg/Kg/día de melatonina era efectiva para 
neutralizar el estrés nitrosante existente en los ratones ob/ob. Simultáneamente, 
la melatonina neutralizó por completo el estrés oxidativo de esos animales (Fig. 
37) y mejoró significativamente la actividad de la CRM (Fig. 38). Esta mejoría 
funcional se justificaba por favorecer el ensamblaje de los complejos de esa 
cadena (Fig. 39), por evitar la degradación de sus subunidades (Fig. 40) y por 
favorecer la síntesis de las subunidades de codificación mitocondrial (Fig. 41B) al 
disminuir el daño oxidativo del ADNmt (Fig. 41C). Todas estas mejorías 
funcionales y moleculares estuvieron asociadas a la existencia de una histología 
hepática que era prácticamente normal. Únicamente en algún ratón aislado se 
encontró una mínima degeneración hidrópica o leve esteatosis.  
Por todo lo expuesto, la melatonina es un fármaco que debería ser 
considerado en el tratamiento de los pacientes con EHNA. Esta hormona se ha 
empleado eficazmente en el tratamiento de enfermedades y en modelos animales 
de enfermedades en las que se supone que el estrés oxidativo/nitrogenado juega 
un papel importante en su patogenia (248, 265,  267, 367). Por el contrario, la 
E
 que tiene el tejido hepático de
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extirpación de la pineal, es decir, la eliminación de la fuente natural de melatonina, 
 empeora las lesiones en esos modelos experimentales (368). 
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1.- Confirmamos que los ratones ob/ob presentan lesiones hepáticas de 
EGHNA y que la actividad de todos los complejos de la CRM y la respiración 
mitocondrial están significativamente disminuidas. 
2.- La hipofunción de la CRM está justificada por existir en esos animales 
un descenso de la cuantía de los complejos completamente ensamblados que 
forman esa cadena, así como también de las subunidades que componen esos 
complejos. 
3.- Nuestro estudio muestra que el descenso de los complejos 
completamente ensamblados tiene origen múltiple, ya que existe: (a) un defecto 
en el ensamblado; (b) una menor síntesis de las subunidades codificadas por el 
ADNmt que componen los complejos; ello es ocasionado por la lesión oxidativa 
del ADNmt; (c) degradación de las subunidades de los complejos, muy 
probablemente provocada por el anión peroxinitrito. 
4.- En los ratones ob/ob existe estrés oxidativo que es responsable de las 
alteraciones encontradas en la CRM, ya que el tratamiento de estos animales con 
un antioxidante mitocondrial, la MnTBAP, impide que en ellos aparezcan todas las 
alteraciones que se encuentran en esa cadena (descenso de la actividad de la 
CRM, disminución de los complejos y de sus subunidades y de la expresión 
genética de las subunidades codificadas por el ADNmt). 
5.- En estos ratones obesos existe nitración en 3-tirosina de las proteínas 
hepáticas, mitocondriales y de la CRM, lo cual juega también un papel en la 
patogenia de las alteraciones funcionales y moleculares de la CRM. El tratamiento 
con ácido úrico, un “limpiador” de peroxinitrito, impide que los ratones ob/ob 
desarrollen las alteraciones mitocondriales que hemos encontrado en los ratones 
ob/ob no tratados. 
6.- El peroxinitrito añadido a proteínas mitrocondriales normales reproduce 
“in vitro” todas las alteraciones funcionales y moleculares que hemos encontrado 
en los ratones ob/ob. Estos efectos son originados por la degradación de las 
proteínas de la CRM y pueden ser evitados mediante la adición de melatonina “in 
vitro” a las proteínas mitocondriales antes de exponerlas al peroxinitrito. 
7.- La administración de melatonina a los ratones ob/ob entre las semanas 
6 y 18 previene que en esos animales aparezcan las alteraciones mitocondriales 
que hemos visto que desarrollan los animales no tratados y que en ellos 
aparezcan las lesiones de EGHNA.   
